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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG  
1.1 DIE LEBER 
 Anatomie und Physiologie 1.1.1
Die Leber ist das größte solide Organ des Menschen. Das Gewicht der Leber macht im 
Gesunden bis zu 3 % des Körpergewichts (ca. 1,3 bis 1,5 kg) eines erwachsenen 
Menschen aus. Die Leber ist das zentrale Organ des Stoffwechsels. Ihre vielfältigen 
Aufgaben umfassen dabei die Synthese wichtiger Proteine wie Albumin oder Gerin-
nungsfaktoren, die Verwertung und Speicherung von Nahrungsbestandteilen (z.B. lipid-
lösliche Vitamine, Glukose) und die Produktion von Gallensäuren. Auch die Biotrans-
formation, d.h. die Entgiftung bzw. Überführung von körpereigenen (z.B. Steroidhor-
mone, Gallenfarbstoffe) und körperfremden Stoffen (z.B. Medikamente, Alkohol) in eine 
ausscheidbare Form findet hier statt. Die Leber hat eine glatte, braune Oberfläche so-
wie eine intraperitoneale Lage. Die Blutversorgung erfolgt über die, durch die Porta 
hepatis verlaufende Arteria (A.) hepatica propria sowie über das nährstoffreiche Blut 
aus dem Zusammenfluss von Vena (V.) mesenterica superior und V. lienalis, der V. 
portae (Pfortader). Nach dem Verlauf der Pfortader kann die Leber in neun Segmente 
aufgeteilt werden (I- IX). Der venöse Abfluss erfolgt über die Zentralvenen, in die 
Venae hepaticae und schließlich in die V. cava inferor [2]. Die Leber setzt sich aus ca. 
1 Million kleinen Baueinheiten, den Leberläppchen (Zentralvenenläppchen, siehe Abb. 
1) zusammen. Wesentliche Elemente darin sind Leberepithelzellen (Hepatozyten), An-
teile des Gallengangsytems, Bindegewebe sowie Gefäße. Am Rand der Leberläpp-
chen befindet sich das Periportalfeld bzw. die portale Zone. Sie besteht aus Bindege-
webe, A. und V. interlobularis, interlobulärem Gallengang sowie einem Lymphgefäß. 
Neben den Hepatozyten als Parenchymzellen besteht Lebergewebe noch aus nicht-
parenchymatösen Zellen wie Endothelzellen, Kupffer-Zellen, hepatischen Sternzellen 
(engl. Hepatic stellate cell, HSC = Ito-Zellen) und Pit-Zellen (große granuläre Lympho-
zyten [3]). Das intrahepatische Gallengangsystem beginnt mit den Canaliculi biliferi. 
Diese stellen Spalträume, gebildet durch den Raum zwischen den Hepatozyten, dar. 
Die Gallenflüssigkeit wird von Hepatozyten und Cholangiozyten gebildet und fließt vom 
Zentrum des Leberläppchens in Richtung portale Zone, wo sie in die Hering-Kanälchen 
gelangt. Erst in der Peripherie des Leberläppchens kleiden Cholangiozyten (Gallen-
gangepithelzellen) die Wand der Gallengänge aus.  




Abb. 1. a) Gliederung der Leber in verschiedene Baueinheiten. Im Mittelpunkt des Zentral-
venenläppchens befindet sich die Zentralvene. An den Kanten liegen z.T. periportale Felder. 
Ein Leberazinus bildet sich durch Zweige der Blutgefäße des periportalen Felds. Die Sauer-
stoffversorgung nimmt von Zone 1 zu Zone 3 (Zentralvene) ab. b) Mikroskopische Anatomie 
eines Periportalfelds. Dieser Bereich enthält die sog. Glisson-Trias, welche aus A.- und V.  
Interlobularis sowie einem interlobulären Gallengang besteht. Zusätzlich findet sich hier noch 
ein Lymphgefäß. A.- und V. Interlobularis bilden einen mit Mischblut gefüllten Sinusoid der zur 
Zentralvene verläuft. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Elsevier GmbH modifiziert 
nach [4]. 
Die Blutversorgung der Läppchen erfolgt vom Portalfeld von A. und V. interlobularis 
aus. Die beiden Gefäße verschmelzen schon früh zu einem mit Mischblut gefüllten 
Sinusoid (siehe Abb. 2), dessen Wand aus fenestrierten Endothelzellen sowie Kupffer-
Zellen gebildet wird. Die Endothelzellen haben eine wichtige endozytotische Funktion. 
Kupffer-Zellen stellen eine Population gewebespezifischer Makrophagen dar und sind 
an der zellulären Immunabwehr beteiligt [5]. Von den Sinusoiden aus fließt das Blut in 
Richtung des Zentrums des Leberläppchens, um dort in die Zentralvene zu münden. 
Die Sauerstoffversorgung des Gewebes wird von der Peripherie zum Zentrum des 
Läppchens schlechter.  





Abb. 2. Übersicht und Feinbau der gesunden Leber. Die gesunde Leber besitzt eine glatte 
Oberfläche und bräunliche Farbe. Reihen von Hepatozyten bilden Leberbalken mit Galle- und 
Blutpol, an letzteren schließt sich der für den Stoffaustausch wichtige Disse-Raum an. Dort 
befinden sich auch die hepatischen Sternzellen (HSC), eine der Haupteffektor-Zellen der Leber-
Fibrogenese. Im sinusoidalen Lumen, begrenzt von fenestriertem Endothel sowie den gewebe-
spezifischen Makrophagen (Kupffer-Zellen), fließt arteriovenöses Mischblut. Schematische Dar-
stellung modifiziert nach [6]. 
Zwischen Leberbalken (gebildet aus einer Reihe Hepatozyten) und Sinusoid befindet 
sich der bindegewebige (Kollagen Typ III), vor allem dem Stoffaustausch dienende 
Disse-Raum [4]. Der Austausch von Metaboliten findet mittels des Durchtritts des Blut-
plasmas durch das fenestrierte Endothel der Sinusoide und dem Durchqueren des Dis-
se-Raums statt. Aufnahme und Abgabe der Stoffwechselprodukte erfolgt über den mit 
Mikrovilli-versehenen Blutpol der Hepatozyten. Im Disse-Raum befinden sich die 
HSCs. Diese Zelle speichert Vitamin A, kann aber bei Verletzung der Leber in einen 
Myofibroblasten (MF) transdifferenzieren. HSCs gelten als der Hauptproduzent von 
extrazellulärer Matrix (ECM) für Narbengewebe in der hepatischen Fibrogenese [7]. 
 
 Leberfibrose 1.1.2
Die Entwicklung einer Leberfibrose bzw. -zirrhose stellt die gemeinsame Endstrecke, 
vieler die Leber kontinuierlich verletzender Prozesse dar. Eine viral bedingte Hepatitis, 
Alkoholabusus, metabolische Krankheiten, Autoimmun-Erkrankungen sowie cholestati-
sche bzw. biliäre Pathologien können die Ursache einer hepatischen Fibrose sein [8]. 
Alkohol-Konsum, virale Hepatitiden sowie das metabolische Syndrom zählen zu den 
häufigsten Ursachen einer Leberzirrhose und eines Hepatozellulären Karzinoms (engl. 
hepatocellular carcinoma, HCC). An den Folgen einer Leberzirrhose sterben jedes Jahr 
ca. 170.000 Menschen in Europa [9]. Die hepatische Fibrose ist gekennzeichnet durch 
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zündlichen Reaktion nach Verletzung der Leber. Falls die Verletzung akut und selbst-
limitierend ist, sind die Veränderungen der Leberarchitektur nur vorübergehend. Eine 
Leberzirrhose oder ein HCC hingegen, stellen das nicht-reversible Endstadium einer 
hepatischen Fibrose dar [10]. Im Falle einer anhaltenden Schädigung, manifestiert 
durch den Verlust von Hepatozyten, kann sich die Regenerationsfähigkeit des Organs 
erschöpfen. Hepatozyten werden dann nach und nach durch ECM ersetzt [6]. Wichtig 
in diesem Zusammenhang sind die im Disse-Raum befindlichen HSCs (siehe Abb. 2). 
Dieser Zelltyp trägt, wenn aktiviert, mit der Produktion von ECM wie z.B. des Fibrillen-
bildenden Kollagens Typ I, maßgeblich zur hepatischen Fibrogenese bei [7]. Menge 
und Zusammensetzung der ECM im Gewebe sind nicht statisch, sondern vielmehr dem 
Einfluss verschiedener Enzymgruppen unterworfen. 
Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind eine Gruppe von Enzymen die wichtig für den Ab- 
und Umbau von ECM bei Embryogenese, Wundheilung, Tumorwachstum sowie Fibro-
genese sind. Sie katalysieren die hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen in Pro-
teinen und können so mittels des Abbaus z.B. von Kollagen Typ I antifbrotisch wirken 
[11]. MMPs werden ihrerseits von spezifischen tissue inhibitors of metaloproteinases 
(TIMP) gehemmt [12]. 
 
Abb. 3. Übersicht und Feinbau der zirrhotischen Leber. Makroskopisch weist die zirrhoti-
sche Leber eine wellige Oberfläche und knotige Schrumpfung auf. Durch eine chronische 
Schädigung kommt es zu einer entzündlichen Lymphozyten-Infiltration, Apoptose von Hepato-
zyten, Aktivierung von Kupffer-Zellen und HSCs sowie konsekutiver Ablagerung von ECM im 
Disse-Raum. Der Blutfluss durch die zirrhotische Leber wird dadurch erschwert, mit der Folge 
einer portalen Hypertension. Schematische Darstellung modifiziert nach [6]. 
Während der Fibrogenese kommt es in der Leber zu einem komplexen, dynamischen 
Zusammenspiel diverser Zellen und Zytokine. Bei Beschädigung treten Hepatozyten 
normalerweise in die Apoptose ein. Wenn jedoch das Ausmaß der Verletzung zu groß 
wird platzen sie und hinterlassen Zelltrümmer. Diese Zellreste können eine Entzün-
dung entfachen [13]. Eine Studie konnte demonstrieren, dass apoptotische Hepatozy-
ECM-Proteine neben 
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ten Chemokine aussenden (z.B. aus der CXC-Familie: macrophage inflammatory pro-
tein-2 und Keratinocyte chemoattractant), die zur Invasion von neutrophilen Granulozy-
ten in die Leber führen [14]. Parakrine Stimulation durch verletzte Parenchym- oder 
Kupffer-Zellen, induziert zudem in den HSCs einen Wechsel der Genexpression sowie 
damit einhergehend eine hohe proliferative Aktivität sowie einen veränderten Phänotyp 
[15]. Aktivierte HSCs bzw. MFs weisen kontraktile Aktivität sowie eine spindelzellartige 
Morphologie auf, zudem können sie die mesenchymalen zellulären Marker alpha 
smooth muscle Actin (αSMA) und Desmin exprimieren [16, 17]. HSCs stellen die wich-
tigste, vermutlich jedoch nicht die einzige Quelle für MF dar (siehe Abb. 4). In einer 
Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe wurde in einem Mausmodell der primär sklerosieren-
den Cholangitis eine Beteiligung von aus dem Knochenmark (KM) eingewanderten, für 
den hämatopoetischen Marker CD34-positiven Fibroblasten beschrieben [18]. Dies 
reiht sich mit den in Menschen gemachten Erkenntnissen über eine signifikante Beteili-
gung von KM-MF in der hepatischen Fibrose ein [19]. In einer neueren Studie hingegen 
wurde eine vernachlässigbarer Beitrag zur Kollagen-Ablagerung der KM-MF postuliert 
[20]. 
 
Abb. 4. Mögliche Zell-Populationen der Produktion von ECM. Bei Parenchymverletzung 
werden HSCs u.a. durch TGF-ß aktiviert und transdifferenzieren zu Myofibroblasten (MF) wel-
che Desmin positiv sowie αSMA positiv sein können. MF synthetisieren ECM. Theoretisch 
könnten Hepatozyten und Cholangiozyten via epithelialer mesenchymaler Transition (EMT) zu 
MF differenzieren. Stammzellen aus dem KM können in die Blutzirkulation eintreten und in die 
Leber wandern um dort ebenfalls zu MF zu differenzieren. Ebenso können z.B. in der biliären 
Fibrose, portale Fibroblasten proliferieren und zu MF werden. Modifiziert nach [15].  
TGF-ß 
Ruhende HSC Aktivierte HSC 
Desmin +      
aSMA+ 
Hepatozyten und Cholangiozyten 
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Ein anderer möglicherweise beteiligter Zelltyp sind portale Fibroblasten. Wegen ihrer 
Lage nahe den Gallengängen, scheinen sie besonders bei der biliären Fibrose von 
Bedeutung zu sein [21]. Als sogenannte epitheliale mesenchymale Transition (EMT) 
bezeichnet man allgemein den Übergang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchyma-
len Eigenschaften. Dieser Effekt wurde z.B. bei der Fibrogenese in der Niere beobach-
tet [22]. Übertragen auf die Leber könnte dies bedeuten, dass epitheliale Zellen wie 
Hepatozyten oder Cholangiozyten durch solch eine Transition beginnen mesenchyma-
le Merkmale eines MF zu zeigen. Theoretisch wäre so eine Produktion von ECM mög-
lich [23]. Die Daten hierzu sind allerdings sehr widersprüchlich. Eine frühere Studie 
konnte eine EMT-Induktion in Hepatozyten durch transforming growth factor beta 
(TGF-ß) demonstrieren [24]. Neuere Studien konnten jedoch keine Beteiligung dieses 
Mechanismus an der hepatischen Fibrogenese nachweisen [25, 26].  
Die hepatische Fibrogenese wird über Zytokine gesteuert, die bei Verletzung des Pa-
renchyms ausgeschüttet werden [27]. Von zentraler Bedeutung hierbei ist TGF-ß, es 
hat sowohl profibrogene als auch antiinflammatorische Eigenschaften [28]. Eine Verlet-
zung des Leberparenchyms führt in HSCs, Fibroblasten bzw. MF sowie Makrophagen 
und Granulozyten zur TGF-ß-Produktion, wobei dies Hepatozyten und Cholangiozyten 
nicht möglich ist [29]. Mit dem Absondern von TGF-ß durch die Zellen, kommt es zur 
Aktivierung und Proliferation von HSCs und damit zur Produktion von ECM in MF [30]. 
TGF-ß verursacht zusätzlich noch eine Hochregulation von Inhibitoren des ECM-
Abbaus (z.B. TIMP-1), was wiederum profibrogenetisch wirkt [31]. Interleukin 10 (IL 
10), ein wichtiges anti-entzündliches Zytokin [32], scheint den gegenteiligen Effekt von 
TGF-ß zu bewirken: in einer experimentellen Untersuchung an Ratten sank die Ex-
pression von MMP-2, TIMP-1 sowie TGF-ß nach IL-10 Administration [33]. 
Interessanterweise spielen auch vasoaktive Systeme wie das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) in der Regulation der Leberfibrose eine Rolle. Das RAAS 
scheint dabei profibrotisch zu agieren [34]. Besonders Angiotensinogen, eine wichtige 
Vorläuferverbindung im RAAS, ist für die hepatische Fibrose von Belang. In einer frü-
hen Phase der Fibrose wird es von MF gebildet und scheint dabei positiv auf die 
Proliferation dieser ECM-produzierenden Zellen zu wirken sowie eine TGF-ß-
Produktion zu induzieren [35]. Daher untersuchten mehrere Studien eine Verwendung 
von Inhibitoren des RAAS, wie z.B. Angiotensin receptor blockers (ARBs) und Angio-
tensin-converting-Enzyme(ACE)-Hemmer, im Hinblick auf einen therapeutischen Nut-
zen. Bislang kann jedoch keine eindeutige Aussage über den antifibrotischen Erfolg 
solcher Therapien getroffen werden [34].  
 




Die Regenerationsfähigkeit der Leber ist, wie man schon 1931 in einem Versuch der 
partiellen Hepatektomie zeigen konnte, außerordentlich [36]. Sie kann grundsätzlich 
von verschiedenen in der Leber heimischen Zelltypen ausgehen. Unter physiologi-
schen Bedingungen erfolgt der Ersatz des zerstörten Gewebes durch eine Teilung der 
Hepatozyten [37]. Wenn allerdings eine fortdauernde Schädigung besteht, wie es bei 
einer chronisch viralen Hepatitis der Fall ist, funktioniert dieses System nicht mehr. 
Solch eine Konstellation führt in Nagetieren zur Aktivierung von sogenannten Ovalzel-
len [38]. Diese lebereigenen Progenitorzellen besitzen die Fähigkeit sich in zwei ver-
schiedene Zelltypen zu differenzieren, sind also bipotential: Cholangiozyten und He-
patozyten [39]. Ovalzellen proliferieren bei einer Leberschädigung periportal und wach-
sen ins Parenchym vor. Ovalzellen sind kleine, ovale Zellen mit leicht basophilem Zy-
toplasma [40]. Sie exprimieren an ihrer Oberfläche unterschiedliche Merkmale: Cho-
langiozytenmarker wie Zytokeratin-7 und 19, OV6, A6 sowie Marker für fetale Stamm-
zellen wie AFP, GGT und hämatopoetische Marker wie CD34 und c-Kit [41]. Eine wei-
tere Möglichkeit der Regeneration besteht in der Rekrutierung von sog. small he-
patocyte-like progenitor cells (SHPC). Diese Zellen ähneln phänotypisch den Hepato-
zyten, fetalen Hepatoblasten und Ovalzellen [42]. Eingewanderte hämatopoetische 
Stammzellen aus dem KM stellen den dritten zur Leberregeneration befähigten Zelltyp 
dar. Hämatopoetische Stammzellen können in der Leber zu Ovalzellen differenzieren 
[43].  
Die zuvor erwähnten Erkenntnisse wurden in Nagetiermodellen gemacht. In Menschen 
wurde über Ovalzellen im Zusammenhang mit einer Alkohol-induzierten duktulären 
Reaktion [44], Hepatitis B-assoziiertem HCC [45], der erblichen Hämochromatose, der 
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1.2 DAS HEPATITIS B VIRUS 
 Partikel- und Genomaufbau 1.2.1
Der Hepatitis B Virus (HBV) ist ein Hepadnavirus, zugehörig zur Familie der Orthohe-
padnaviren [2]. 1966 konnte durch Blumberg et al. [47] erstmals ein Teil des HBV, das 
sog. Australien-Antigen nachgewiesen werden. Dieses Antigen konnte später als He-
patitis B surface antigen (HBsAg) identifiziert werden. HBV wird allerdings oft nach 
seinem späteren Entdecker (1970) als Dane-Partikel bezeichnet [48]. HBV hat einen 
Durchmesser von 42 nm und besteht aus einer Hülle und einem Nukleokapsid. Die 
Virushülle bildet sich aus einer vom Wirt stammenden Lipiddoppelmembran sowie da-
rin eingelagertem HBsAg, welches sich aus drei Proteinen zusammensetzt: large 
(LHB), medium (MHB) und small Hepatitis B surface (SHB) Protein [49]. Die Proteine 
sind unterschiedlich lang, besitzen aber alle denselben stark hydrophilen C-Terminus. 
Das Nukleokapsid hat einen Durchmesser von 27 nm, ist ikosaedrisch geformt und aus 
180 bzw. 240 Untereinheiten des core antigens (HbcAg) zusammengebaut (siehe  
Abb. 5). 
 
Abb. 5. Struktur (links) und Genom (rechts) von HBV. Die Hüllmembran von HBV weist eine 
Lipiddoppelschicht und verschiedene HBsAg-Subtypen (LHB, MHB, SHB) auf. Das Nukleoka-
psid besteht aus HBcAg sowie darin enthaltener partiell doppelsträngiger DNA. Farbige Pfeile 
(rechts) stehen für die sich überlappenden open reading frames (C, P, S, X). Modifiziert nach 
[50]. 
Das Virusgenom besteht je nach Subtyp aus ca. 3200 Basenpaaren einer partiell dop-
pelsträngigen DNA. Es befindet sich im Inneren des Nukleokapsids. Dort finden sich 
auch, über ein terminales Protein kovalent an den negativen DNA-Strang befestigt, die 
viralen Polymerasen. Es gibt acht verschiedene HBV-Genotypen (A bis H). Jeder Ge-
notyp hat eine bestimmte geographische Verteilung: Typ A kommt ubiquitär, aber vor 
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allem in Europa und Nordamerika vor. Typ B und C kommt besonders in Japan, Tai-
wan, Indonesien und Vietnam vor. In der Mittelmeerregion, Indien, und Amerika findet 
sich Typ D. Genotyp E ist in Westafrika verbreitet, F und H in Zentral- und Südamerika, 
G in den Vereinigten Staaten und Europa [51]. 
Das Genom enthält vier, sich teilweise überlappende offene Leseraster (open reading 
frames) welche die geringe Genomgröße ermöglichen:  
 Reading frame für SHBsAg, MHBsAg, LHBsAg mit PreS1-, PreS2- und S-Domäne  
 Reading frame für HBcAg und HBeAg 
 Reading frame für das P-Protein (DNA-Polymerase) 
 Reading frame für HBx 
Die Rolle von HBx für die Virusreplikation und virusassoziierte Pathogenese ist noch 
nicht geklärt und wird kontrovers diskutiert [52]. Auch über die Funktion des nichtstruk-
turellen Proteins HBe ist wenig bekannt [53]. Neben den infektiösen Dane-Partikeln 
entstehen bei der intrazellulären Vermehrung von HBV eine wesentlich größere Anzahl 
an sphärischen, fadenförmigen sowie filamentösen HBsAg-Vesikeln, die keine DNA 
enthalten und somit nicht infektiös sind (subviral envelope particles, SVPs). Diese sub-
viralen Partikel sind allerdings stark immunogen und dienen vermutlich als „Antikörper-
fänger“ zum Schutze des Virus [54]. Früher wurde angenommen, dass HBV sowie die 
SVPs im gleichen Prozess in der Zelle entstehen. Neuere Studien haben jedoch erge-
ben, dass möglicherweise endosomale multivesicular bodies an der Entstehung der 
SVPs beteiligt sein könnten [55, 56]. Die nichtinfektiösen Partikel sind momentan die 
Grundlage der meisten erhältlichen Impfungen [57]. 
 
 Replikationszyklus 1.2.2
HBV ist hepatotrop, d.h. die Replikation erfolgt ausschließlich in der Leber bzw. den 
Hepatozyten des Wirts [58]. Einige frühe Schritte des Replikationszyklus, wie z.B. die 
Freisetzung des Genoms aus dem Kapsid, sind mangels eines in vivo Infektionssys-
tems leider noch nicht vollständig geklärt. Es wurde diskutiert, dass der PräS1-Teil des 
LHB die Adsorption bewerkstelligen könnte [59]. 2012 gelang es Yan et al. [60] den 
zellulären Interaktionspartner von HBV, den HBV-Rezeptor zu identifizieren: Natrium 
Taurocholat Cotransporting Polypeptide (Ntcp, bzw. SLC10A1). Ntcp ist der wichtigste 
Transporter konjugierter Gallensäure und kommt hauptsächlich in der Leber vor [61]. 
Yan et al. konnten in Ihrer Studie zudem zeigen, dass HBV via den PräS1-Teils des 
LHB hochspezifisch mit Ntcp in Kontakt tritt. 
Der weiterführende Mechanismus der viralen „Demontage“ (Uncoating) sowie des int-
razellulären Transports des Nukleokapsids zum Zellkern ist nicht völlig verstanden. Am 
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Zellkern angelangt wird die partiell doppelsträngige DNA (engl. relaxed circular partially 
double-stranded DNA, rcDNA) mittels der wirteigenen DNA-Polymerase in zirkulär ge-
schlossene supercoiled DNA (engl. covalently closed circular DNA, cccDNA) überführt 
[62]. Im Nucleus transkribiert die zelluläre RNA-Polymerase II die cccDNA zur viralen 
mRNA. Das 3,5 Kilobasen (kb) lange Transkript besteht aus zwei verschiedenen For-
men: der prägenomischen RNA (pgRNA) sowie der precore RNA. Die pgRNA dient als 
Vorlage für die reverse Transkription und als mRNA für das Kapsid und die Polymera-
se. Die precore RNA ist die Vorlage für das Precore-Protein (Pre-HbcAg). Das 2,4 kb 
lange Transkript translatiert für LHB. MHB und SHB werden durch verschiedene For-
men der 2,1 kb RNA translatiert, HBx wird durch die 0,7 kb lange RNA translatiert [63]. 
Nach dem Ausschleusen aus dem Kern beginnt die Translation der mRNA. Die Hüll-
proteine LHB, MHB sowie SHB werden an der Membran des endoplasmatischen Reti-
kulums (ER) translatiert. Auch HBe entsteht auf diesem Wege im ER, wird dann aber 
per Golgi-Vesikel in den Blutkreislauf sezerniert. HBc sowie die virale Polymerase wer-
den an freien Ribosomen im Zytoplasma translatiert. In dem neugebildeten Nukleoka-
psid synthetisiert die virale Reverse-Transkriptase den negativen DNA-Strang. Dieser 
dient als Vorlage für den Plusstrang. Aufgrund von komplementären Sequenzen an 
den Enden der Stränge kann sich das Genom in die zirkuläre Form umwandeln. Das 
dabei entstehende Endprodukt ist die rcDNA [58]. Im ER werden die Nukleokapside 
von einer Lipiddoppelmembran des Wirts eingehüllt. Anschließend werden die Virionen 
durch den Golgi-Apparat, auf sekretorischem Wege aus der Zelle in den Blutkreislauf 
abgegeben. Wie zuvor erwähnt, entstehen bei dem HBV-Replikationszyklus nicht nur 
infektiöse Virionen, sondern auch nicht-infektiöse SVPs in großen Mengen. Dies ge-
schieht enzymunabhängig durch spontane Vernetzung von Cysteinresten des S-
Proteins im ER [64].  




Abb. 6. Replikationszyklus von HBV in der Wirtszelle. (1) Adsorption (2) Ntcp vermittelte 
Endozytose (3) Transport zum Nucleus (4) Vervollständigung cccDNA (5) Transkription (6) Ex-
port mRNA in das Zytoplasma (7) Translation mRNA (8) Enkapsidation von pgRNA und P Pro-
tein (9) Synthese (-)DNA-Strang mittels viraler Polymerase (10) Abbau RNA-Anteil durch P-
Protein (11) Synthese (+)Doppelstrang zu (-) viraler DNA (12) Transport von rcDNA zum Nukle-
us zur Amplifikation von cccDNA (13) Oder: rcDNA bleibt in Nukleokapsid und wird in ER mit 
Lipiddoppelmembran und HBsAg umgeben (14) Freisetzung des Virion. Neben infektiösen Viri-




Die HBV-Infektion stellt heutzutage ein sehr großes Gesundheitsproblem mit weitrei-
chenden Folgen dar. Über 2 Milliarden Menschen wurden im Laufe Ihres Lebens ein-
mal HBV-infiziert, mehr als 300 Millionen leiden an einer chronischen Infektion [65]. 
HBV gehört somit weltweit zu den häufigsten Infektionskrankheiten. HBV stellt zudem 
heute die häufigste Ursache für eine Leberfibrose bzw. –zirrhose und das hepatozellu-
läre Karzinom (HCC) dar [66]. Trotz einer seit 1982 verfügbaren Impfung sterben jedes 
Jahr ca. 600.000 Menschen an den Folgen einer HBV-Infektion. Die Impfung war histo-
risch betrachtet die erste, die sich gegen eine häufige Krebsart richtete (HCC)  [67]. 
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milch übertragen werden. In hoch endemischen Gebieten, welche durch eine HBsAg-
Prävalenz der Bevölkerung von > 8 % definiert sind, ist der häufigste Übertragungsweg 
tragischerweise perinatal von der Mutter auf das Kind oder von Mensch zu Mensch in 
der frühen Kindheit [68]. Südostasien und Teile Afrikas zählen zu den hoch endemi-
schen Gebieten. In Gebieten mit niedrigerer Prävalenz sind die sexuelle Übertragung 
sowie das Anstecken durch benützte, verunreinigte Nadeln die häufigere Form. 
 
 Pathogenese 1.2.4
Die Infektion mit dem nur in Hepatozyten zur Replikation befähigten Virus führt inner-
halb von einem bis sechs Monaten zu einer Leberentzündung (Hepatitis) [69]. Die 
Dauer der Inkubationszeit ist zum Teil von der initial aufgenommenen virämischen Last 
abhängig [70]. Dabei kann es zu verschiedenen Verläufen und Symptomen kommen. 
Bei der Bekämpfung der Virusinfektion sind angeborenes sowie adaptives Immunsys-
tem involviert. In der frühen Phase der Infektion ist das angeborene Immunsystem der 
wichtigste Akteur. Es hat drei Hauptmechanismen mit denen es sich zur Wehr setzen 
kann: 1. die Produktion von Interferon alpha (IFNα), 2. das Töten von infizierten He-
patozyten via natürliche Killerzellen (NK) und 3. die Produktion von pro inflammatori-
schen Zytokinen und Chemokinen, welche helfen die spezifische Immunantwort zu 
aktivieren [71]. Nach ein paar Wochen, noch während der Inkubationszeit, ist mit dem 
Auftreten von CD8+-zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) sowie CD4+ T-Helferzellen 
(TH) auch das adaptive Immunsystem an der Abwehr beteiligt [72]. Der spezifische 
bzw. adaptive Teil des Immunsystems ist für die Viruselimination von großer Bedeu-
tung. Die hepatische Schädigung der chronischen Hepatitis B (CHB) resultiert haupt-
sächlich aus der Interaktion des Immunsystems des Wirts mit den infizierten Hepatozy-
ten. HBV selber gilt unter normalen Umständen (z.B. bei intaktem Immunsystem) [73]) 
nicht als direkt zytopathisch [74]. CTL greifen unter anderem infizierte Hepatozyten an 
und zerstören diese. Die antivirale Kontrolle durch CTL kann mittels direkt-zytolytischer 
Effekte oder aber über indirekte (nicht zytopathische) Mechanismen wie IFNγ oder 
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) erfolgen [75]. Kleine HBV-Epitope wie HBcAg wer-
den auf der Membran der infizierten Hepatozyten von den CTL erkannt. Dies führt ei-
nerseits zur Schädigung der Leber, andererseits zur Viruselimination indem z.B. „ver-
steckte“ virale cccDNA mit den Hepatozyten untergeht [76]. Dieser Prozess involviert 
die Aktivierung von CTL, TH sowie mononukleären Zellen des peripheren Blutes [51, 
77]. Der exakte Ablauf dabei ist noch Gegenstand von Diskussionen. TH haben wahr-
scheinlich keinen direkten Effekt auf den Virus, sondern unterstützen die CTL gesteu-
erte Virus-spezifische Antwort [78]. Studien konnten einen Zusammenhang zwischen 
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der Stärke der Aktivierung von CTL und TH sowie der Ausrichtung der Antikörperpro-
duktion (polyclonal versus schwach fokussiert) und dem Entstehen einer akuten oder 
chronischen Infektion ausmachen. Das Eintreten einer schwachen Immunantwort führt 
zu einer Chronifizierung [79], während eine starke Reaktion in einer selbst-
limitierenden akuten Hepatitis B (AHB) endet [80]. Als Haupteffektoren der Viruselimi-
nation allerdings, werden verschiedene antivirale Zytokine (IFNα, -ß, -γ [51]) verant-
wortlich gemacht. Die Induktion antiviraler Mechanismen von IFNα, -ß, läuft wahr-
scheinlich mittels der pathogen-erkennenden Rezeptoren der Familie der Toll-like Re-
zeptoren des angeborenen Immunsystems ab [81]. IFNα, -ß stimulieren antigenpräsen-
tierende Zellen wie Dendritische-Zellen oder Kupfer-Zellen, so dass diese Interleukine 
(IL-8, -12, -18) bilden. IL-12 und IL-18 wiederum aktivieren natürliche Killerzellen (NK) 
sowie natürliche Killer-T-Zellen (NKT) [82]. Die Rolle der NK, speziell in der Aufrecht-
erhaltung der Viruspersistenz sowie der Inflammation wird kontrovers diskutiert [83]. 
Im Gegensatz zu solch einer breiten Aktivierung von Verteidigungsmechanismen, be-
richten andere Autoren in einer prominenten Studie jedoch über ein Ausbleiben der 
Antwort des angeborenen Immunsystems, speziell der IFN vermittelten antiviralen Me-
chanismen als Schutz des Virus vor Elimination [84].  
 
 Diagnostik & Verlauf 1.2.5
Die Diagnosestellung einer HBV-Infektion beruht auf mehreren serologischen, histolo-
gischen sowie klinischen Befunden. Im Vordergrund steht jedoch die serologische Un-
tersuchung, da mit ihr virale Antigene und Antikörper im Serum der Infizierten identifi-
ziert werden und so die klinischen Verlaufsformen unterschieden werden können [63]. 
Zur besseren Einschätzung des Schweregrads bzw. eventuellen Komplikationen einer 
HBV-Infektion ist es jedoch notwendig zusätzliche Diagnostik wie die Abdomen-
Sonografie, Ösophagogastro-duodenoskopie oder Leberhistologie etc. einzusetzen. 
Ganz allgemein kann eine Infektion über das Vorhandensein von HBsAg im Serum 
diagnostiziert werden. Der qualitative Nachweis des Hüllproteins genügt für die Diag-
nose einer Infektion [85]. Bei einer Persistenz von HBsAg über 6 Monate im Blut der 
Patienten spricht man von einer CHB. Eine Heilung der Infektion, wird durch die Abwe-
senheit von HBsAg im Blut des Infizierten über einen Zeitraum von 6 Monaten definiert. 
HBV wird eher von einem funktionierenden Immunsystem in Schach gehalten, als dass 
es komplett eliminiert werden würde. Noch jahrzehntelang nach Ausheilung kann eine 
minimale Virusreplikation nachgewiesen werden [86]. Abb. 7 gibt eine graphische Dar-
stellung des Verlaufs der viralen Antigene sowie der Menge der HBV-DNA und die Ak-
tivität der Serum-Alanin-Aminotransferase (ALT) im Blut HBV-Infizierter wieder. 





Abb. 7. Überblick über den Verlauf viraler Marker einer HBV-Infektion. (A) AHB: Nach frü-
hestens einer Woche lässt sich HBsAg und HBV-DNA, ein wenig später HBeAg im Serum 
nachweisen. Begleitend kommt es zu einem Anstieg der Serum-ALT. HBeAg und HBV-DNA 
sind Hinweise auf eine Infektiosität. (B) Die CHB hat einen variablen Verlauf, mit verschiedenen 
charakteristischen Phasen. HBsAg bleibt positiv, HBeAg kann entweder persistieren (Immun-
Toleranz-Phase) oder wird mit der Serokonversion negativ (niedrig-replikative Phase). Modifi-
ziert nach [63]. 
1.2.5.1 Akute Hepatitis B 
Bei Kindern über fünf Jahre und Erwachsenen kommt es in ca. 30 % der Fälle zu einer 
AHB. Bei Kleinkindern liegt der Anteil einer AHB bei nur 1-10 %. Nach der Inkubations-
zeit kommt es zu einer Prodromal- oder Präikterischen-Phase mit Allgemeinsympto-
men wie Müdigkeit, Gelenkschmerzen, Appetitlosigkeit und Übelkeit. Während dieser 
Phase steigen der Wert der Transaminasen, die Höhe des HBsAg-Titers sowie die 
HBV-DNA im Blut an. Nach einigen Tagen kann ein Ikterus oder dunkler Urin folgen. 
Eine fulminante Hepatitis, entwickelt sich bei 0,1-0,6 % aller akuten Hepatitiden Typ B, 
ca. 70 % der Patienten versterben daran. Die fulminante Hepatitis ist geprägt durch 
plötzlichen Beginn von Fieber, Erbrechen, abdominellen Schmerzen. Später kann ein 
Leberversagen mit Verwirrung bis hin zum hepatischen Koma auftreten [63]. Bei ca. 
2/3 der Fälle läuft die Infektion inapparent ab. 95 % aller Patienten die an der AHB er-
kranken überstehen diese und haben danach eine lebenslange T-Zell- sowie Antikör-
per vermittelte Immunität [87]. Zu Beginn der AHB erscheinen zuerst fast gleichzeitig 
HBV-DNA sowie HBsAg und danach HBeAg im Serum der Patienten [88]. HBsAg kann 
ab einer bis spätestens 12 Wochen nach Infektion im Serum nachgewiesen werden. 
Als Hinweis auf eine mögliche Infektiosität gilt der Nachweis von HBV-DNA im Serum 
per quantitativer PCR. Zusammen mit HBeAg, spricht HBV-DNA im Serum für eine 
Wochen nach Exposition Wochen nach Exposition 
Ikterus  Ikterus 
 
Chronische HBV-Infektion Akute HBV-Infektion 
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HBV-Replikation. Ein paar Wochen nach dem Auftreten der viralen Marker (ca. 5 bis 15 
Wochen nach Primärinfektion), beginnen auch die Serum-ALT sowie Aspartat-
Aminotransferase (AST) zu steigen. Zudem kann noch ein erhöhter Bilirubinspiegel mit 
einem Ikterus auftreten, wobei dies einen beginnenden hepatozellulären Schaden auf-
zeigt. Bei Abheilung der AHB verschwindet die HBV-DNA aus dem Blut und es kommt 
zuerst zu einer Serokonversion von HBcAg zu Anti-HBc, danach von HBeAg zu Anti-
HBe, sowie danach von HBsAg zu Anti-HBs. Die früher oft erwähnte diagnostische 
Lücke, beschreibt den Zustand in dem HBsAg nicht mehr im Blut nachzuweisen ist, 
aber Anti-HBs noch nicht nachweisbar vorhanden ist. In diesem seltenen Fall beruht 
die Diagnose einer HBV-Infektion allein auf dem Nachweis von IgM-Antikörpern gegen 
HBcAg [89]. 
1.2.5.2 Chronische Hepatitis B 
Nur weniger als 5 % der Erwachsenen, aber bis zu 90 % der perinatal Infizierten entwi-
ckeln eine CHB. Das Risiko der Chronifizierung ist zum Teil abhängig vom Alter, je 
jünger der Patient desto höher das Risiko [90]. Die CHB ist durch eine über 6 Monate 
andauernde HBsAg-Persistenz im Blut des Patienten charakterisiert [91]. Der Verlauf 
der Infektion kann in vier Phasen eingeteilt werden (siehe Abb. 8): Immun-Toleranz, 
Immun-Clearance (HBeAg positiv), Immun-Kontrolle (niedrig replikativ) und Immun-
Escape (HBeAg-negativ) [92, 93]. Diese Einteilung muss allerdings nicht bei jedem 
Patient zutreffen, zum Teil laufen die Phasen auch nicht sequentiell ab. 
 
Eine hohe HBV-Replikationsrate, Vorhandensein von HBeAg im Serum sowie eine 
normal bis leicht erhöhte ALT kommen in der immun-toleranten Phase vor. Je nach 
Abb. 8. Phasen der CHB: 
(1) Immun-Toleranz: hohe HBV-
Replikationsrate, Vorhandensein 
von HBeAg.                                  
(2) Immun-Clearance: kann Jahre 
dauern, HBV-DNA-Level niedriger, 
HBeAg positiv, progressive hepa-
tische Schädigung.                       
(3) Immun-Kontrolle: geringere 
ALT-Werte, niedrige virale Repli-
kation, ameliorierte hepatische 
Fibrose.                                         
(4) Immun-Escape: sehr aggres-
siv, HBeAg-negativ,  jedoch hohe 
HBV-DNA- sowie ALT-Level.    
Modifiziert nach [1]. 
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Ansteckungsart kann diese Phase unterschiedlich lang sein: bei perinatal Infizierten bis 
zu 30 Jahre, bei neu infizierten Erwachsenen sehr kurz bis nicht existent. In der Im-
mun-Clearance-Phase, welche Jahre dauern kann, sind zwar die HBV-DNA-Level 
niedriger, dennoch schreitet die hepatische Inflammation voran [1]. Während dieser 
Zeit ist HBeAg positiv und es kommt zu einer progressiven hepatischen Schädigung 
mit zum Teil fluktuierendem Verlauf. Mit der Serokonversion, d.h. dem Wechsel von 
HBeAg positiv zu Anti-HBeAg positiv und HBeAg negativ, tritt der Patient in die niedrig-
replikative Phase ein (Immun-Kontrolle). Eine andere gebräuchliche Bezeichnung der 
replikativen Phase war die des „Inaktiven Carrier Status“. Diese Beschreibung wird 
jedoch mittlerweile wegen der Gefahr der möglichen Reaktivierung als irreführend be-
trachtet [94]. Die niedrig-replikative Phase ist durch geringere ALT-Werte und einer 
geringen viralen Replikation (HBV-DNA < 2000 IU/l) - oftmals einhergehend mit einer 
ameliorierten hepatischen Fibrose sowie entzündlicher Aktivität- gekennzeichnet [95]. 
HBsAg allerdings bleibt dabei nachweisbar. Ein Großteil (ca. 300 Millionen) der chro-
nisch Infizierten kann zu dieser Gruppe gezählt werden [96]. Eine weitere Untergruppe 
stellt die Immun-Escape-Phase oder Precore-Mutanten-CHB dar. Aufgrund einer Muta-
tion des Genoms, kann HBV kein HBeAg in der Wirtszelle produzieren. Diese Form der 
CHB ist häufig sehr aggressiv und zeigt eine schnelle Progression zu hepatischer Fib-
rose und HCC [97]. Die Patienten sind zwar HBeAg-negativ, jedoch liegen hohe HBV-
DNA-Level (> 2000 IU/ml) und hohe ALT-Level vor [1].  
Während der Replikation von HBV bleibt oft cccDNA in den Hepatozyten zurück. Durch 
die cccDNA ist es dem Virus möglich sich wieder zu reaktivieren und in eigentlich inak-
tiven Trägern für ein erneutes Auftreten von HBeAg zu sorgen [69]. Besonders gefähr-
det für eine Reaktivierung von HBV sind Patienten die immunsuppressiv behandelt 
werden [89]. Zudem ist eine Immunsuppression überdurchschnittlich oft mit einem ful-
minanten Verlauf der CHB sowie der Entstehung der sog. fibrosierenden cholestati-
schen Hepatitis (FCH) verknüpft (siehe 1.2.5.3) [98]. Im Rahmen von Organtransplan-
tationen, treten bei KMT die schwersten Fälle einer Reaktivierung von HBV-Infektionen 
auf. Durch die Chemoablation des nativen KM und dem damit verbundenen Verlust der 
adaptiven Immunantwort gegen HBV, tritt bei den Empfängern nach Erhalt des Donor-
KM nahezu immer eine schwere Reaktivierung mit hoher Replikationsrate von HBV auf 
[99, 100]. Lucifora et al. [101] konnten jedoch via einer IFNα- und Lymphotoxin-ß-
Rezeptor-Aktivierung, bestimmte Cytidin-Deaminasen in HBV-infizierten Zellen hoch-
regulieren. Diese Deaminasen vermochten nun HBV-spezifische cccDNA zu degradie-
ren ohne die Wirtszelle zu schädigen. Dies könnte in Zukunft eine therapeutische Mög-
lichkeit darstellen, eine Reaktivierung einer HBV-Infektion zu verhindern. 
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Viele der chronisch Infizierten zeigen erst spät Symptome. Allgemein tritt eine große 
Variabilität des möglichen Krankheitsverlaufs auf. Je nach Schwere der Erkrankung 
kommt es zu einer deutlichen Einschränkung der Lebenserwartung. Für Patienten die 
an einer schweren CHB mit einer hepatischen Zirrhose leiden, ergibt sich eine 5-
Jahres-Überlebensrate von lediglich ca. 50 % [102]. Oft leiden die Patienten unter un-
spezifischen Symptomen wie Müdigkeit und Leistungsminderung oder abdominellen 
Schmerzen. In schwereren Verläufen können charakteristische Leberhautzeichen wie 
Spider-naevi, Palmarerythem, Teleangiektasien, Duputryen-Kontraktur oder andere 
Symptome wie Splenomegalie und Gynäkomastie auftreten. Bei Patienten im Endsta-
dium der hepatischen Zirrhose kommt es zudem zu gravierenderen Symptomen wie 
portaler Hypertension mit Aszites, peripheren Ödemen, Ösophagusvarizen, Koagulo-
pathien, gastrointestinalen Blutungen, hepatischer Enzephalopathie oder einem HCC 
[103]. ALT und AST sind oft erhöht, zeigen aber nicht zwangsweise eine Korrelation 
mit der Krankheitsschwere auf. Das Risiko ein HCC zu entwickeln ist bei einer HBV-
Infektion bis zu 200x größer als in der Normalbevölkerung [104]. Das HCC ist die dritt-
häufigste Ursache für einen krebsbedingten Tod, in mehr als 50 % aller Fälle ist eine 
Infektion mit HBV für die Entstehung eines HCC verantwortlich [105, 106]. Eine hohe 
virale Last (HBV-DNA > 10^4 Kopien/ml) fördert die Kanzerogenese und kann als Prä-
diktor für die Entstehung eines HCC verwendet werden. Generell gesehen, stellt die 
Höhe der HBV-DNA im Blut einen wichtigen Risikofaktor für die Krankheitsprogression 
der CHB dar [95]. Zugleich weist dies aber auch auf einen therapeutisch-präventiven 
Ansatz hin. Wenn eine kontinuierliche antivirale Therapie durchgeführt wird, sinkt das 
Risiko Komplikationen wie HCC zu entwickeln erheblich [107].  
1.2.5.3 Fibrosierende cholestatische Hepatitis 
Der Begriff fibrosierende cholestatische Hepatitis (FCH) wurde erstmals 1991 von Da-
vis et al. [108] verwendet, um eine schwere Form der wiederkehrenden Hepatitis B in 
Empfängern von Lebertransplantaten (L-Tx) zu beschreiben. Es gab allerdings schon 
früher beschriebene Fälle die eine ähnliche Klinik sowie Pathologie zeigten [109]. In 
einer frühen Studie postulierten die Autoren ein Risiko von über 30 % für einen HBV-
Infizierten nach einer L-Tx an einer FCH zu erkranken [110]. Die FCH zeigt ein atypi-
sches Muster einer Leberschädigung und kommt klassischerweise in immunsuppri-
mierten Patienten kombiniert mit einer HBV-Infektion vor. Sie verursacht innerhalb von 
vier bis neun Wochen ein rapides Leberversagen, welches mit einer hohen Mortalität 
verknüpft ist [111]. Im Serum der Patienten lässt sich ein stark erhöhtes Bilirubin nach-
weisen. ALT und AST sind nur leicht erhöht [110]. Die histologischen Veränderungen 
umfassen einen hepatozellulären Schaden, eine leichte inflammatorische Reaktion und 
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eine schwache, manchmal starke periportale und/oder perisinusoidale Fibrose [112]. 
Die parenchymatösen Veränderungen bestehen aus einer deutlichen Schwellung der 
Hepatozyten (engl. feathery degeneration), einer Cholestase sowie einer duktulären 
Reaktion. Oftmals schreitet die FCH bis zu einer sinusoidalen Fibrose mit lobulärem 
Kollaps voran [113]. Kennzeichnend sind häufig eine hohe Anzahl von HBsAg- und 
HBcAg-positiven Hepatozyten [112]. 
 
 
Abb. 9. Histopathologische Kennzeichen der FCH. A: Die Leber zeigt eine markante duk-
tuläre Reaktion, eine Schwellung der Hepatozyten sowie eine leichte inflammatorische Reakti-
on, H&E-Färbung B: Starke HBcAg-Expression im Kern und Zytoplasma der Hepatozyten. IHC-
Nachweis HBcAg. Modifiziert nach [113].  
Früher ging man von einer für L-Tx und HBV spezifischen Pathologie aus, mittlerweile 
konnte man das Krankheitsbild allerdings auch in einer Vielzahl von anderen Konstella-
tionen von Virusinfektionen und Organtransplantationen unter Immunsuppression in 
Zusammenhang bringen. So gibt es viele Fälle in Hepatitis-C-Virus-Infizierten nach L-
Tx [114, 115], nach Nieren-Tx [116, 117], sogar nach Herz-Tx [118] oder bei Zytome-
galievirus-Infektionen in Empfängern einer Nieren-Tx [119]. Hinweise auf besonders 
gravierende Verläufe einer FCH zeigten sich auch nach L-Tx in HCV/HIV-Koinfektionen 
[120]. Auch ein Auftreten nach allogenen KMT bei HBV-Infektion konnte beobachtet 
werden [121, 122]. Interessanterweise kommt es unter den Organtransplantationen bei 
KMT zu den gravierendsten Fällen einer Reaktivierung der HBV-Infektion (siehe 
1.2.5.2, S.15). Eine gleichzeitige Infektion mit HBV und dem Hepatitis D Virus scheint 
erstaunlicherweise bis zu einem gewissen Maß vor der Entwicklung einer FCH zu 
schützen [123]. Der den genannten Fällen zugrunde liegende gemeinsame, entschei-
dende Faktor der Entwicklung einer FCH, scheint die Immunsuppression zu sein [124]. 
Der Ablauf der Reaktivierung der Virusinfektion sowie der hepatischen Schädigung ist 
leider noch nicht genau verstanden. Es kommt in den meisten Patienten aufgrund der 
Immunsuppression [125] zu einer sehr hohen viralen Replikationsrate in den Hepatozy-
ten, mit angestiegenen HBV-DNA-Werten im Serum [110]. Ein weiterer verwandter 
100 µm 200 µm 
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Risikofaktor der Entstehung einer FCH nach einer L-Tx scheint hohe Mengen an 
HBsAg und HBcAg in der explantierten Leber zu sein. Patienten die dieses Merkmal 
zeigten, erlitten in einer Studie signifikant häufiger eine FCH im Anschluss an eine L-
Tx. Die Autoren folgerten, in Verbindung mit einer geringen Inflammation, auf einen 
möglichen direkten zytopathischen Effekt von HBV [126]. Zur Untermauerung dieser 
These wird eine Studie von Chisari et al. [127] angeführt, in der mittels der in dieser 
Untersuchung verwendeten HBV-transgenen Maus demonstriert wird, dass ein direkter 
zytopathischer Schaden von der Akkumulation von HBsAg auf die Hepatozyten auszu-
gehen scheint. Für die Genese einer FCH werden darüber hinaus bestimmte virale 
Mutanten verantwortlich gemacht, deren virale Replikation dysreguliert ist. Darunter 




Bevor eine Therapie überhaupt nötig wird, sollten an erster Stelle präventive Maßnah-
men wie z.B. die HBV-Impfung stehen. Sie ist seit längerer Zeit verfügbar, verlässlich 
und gut verträglich [131]. Die Behandlung der akuten Verlaufsform der HBV-Infektion 
ist wegen der sehr hohen spontanen Heilungsrate von bis zu 95 % [132] oftmals nur 
symptomatisch. Patienten die an der fulminant verlaufenden Form mit starkem Ikterus, 
Koagulopathie etc. erkranken, sollten hospitalisiert werden. Über eine Gabe von nicht-
nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (engl. Non Nucleoside Reverse 
Transcriptase Inhibitor, NNRTI) in der akuten Hepatitis wird kontrovers diskutiert [133, 
134], soweit kann aber noch keine eindeutige Empfehlung ausgesprochen werden [89]. 
Die Behandlung der CHB [135] zielt auf die Unterdrückung der HBV-Replikation. Wich-
tig dabei ist die Reduzierung der Inflammation, um eine weitere Progression der hepa-
tischen Fibrose zu Zirrhose und Leberversagen bzw. dem Fortschreiten der Kanzero-
genese zu einem HCC zu stoppen [136]. In der CHB kann jedoch der Virus aufgrund 
der persistierenden cccDNA nicht vollständig eliminiert werden [69]. Um die Reduktion 
der viralen Replikation zu erreichen, stehen mehrere Medikamentenklassen zur Verfü-
gung: IFNα, pegyliertes IFN und fünf Nukleos(t)idischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (engl. Nucleos(t)ide Reverse Transcriptase Inhibitors, NRTI) mit den Ein-
zelwirkstoffen Lamivudin, Telbivudin, Entecavir, Adefovir und Tenofovir. Die Monothe-
rapie mit pegyliertem IFN, Entecavir und Telbivudin gilt derzeit als am effizientesten 
und am wenigsten mit der Gefahr einer Resistenz verbunden, sie wird daher als Erstli-
nientherapie empfohlen [137]. Speziell im Fall der Reinfektion nach L-TX, hat sich eine 
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Kombination von Hepatitis B Immunoglobulin (HBIg, humane Antikörper gegen HBsAg) 
und Nucleos(t)id-Analoga als beste Behandlungsmethode erwiesen [138]. 
1.2.6.2 Leber- und Knochenmarktransplantation 
Die Entwicklung einer Leberzirrhose ist die häufigste Komplikation einer CHB [139]. 
Für eine Leberzirrhose sowie dem HCC liegen, bis auf die aufwendige und potentiell 
komplikationsreiche L-Tx, noch keine anderen kausalen Therapieformen vor. Bis Mitte 
der 90er Jahre das HBIg und die Nukleos(t)id-Analoga aufkamen, galt eine HBV-
Infektion aufgrund der extrem hohen Reinfektionsrate oftmals als relative oder sogar 
absolute Kontraindikation für eine L-Tx [140]. Durch die Kombination von Lamivudin 
und HBIg, gelang es die Reinfektionsrate nach einer L-Tx auf unter 5 % nach 5 Jahren 
zu senken [141]. Mittlerweile liegt die Überlebensrate nach L-Tx bei CHB, im ersten 
Jahr bei 85 % und im fünften Jahr bei 75 % [142]. Der Anteil der HBV bedingten L-Tx 
liegt derzeit bei ca. 6 % [143]. Trotz sinkender Indikationsstellung einer L-Tx z.B. we-
gen verbesserter kontinuierlicher antiviraler Therapie, gibt es immer noch zu wenig 
Organspender. Die durchschnittliche Wartezeit in Europa für eine Spenderleber bei 
einem chronischen Leberversagen (Dringlichkeitsstufe T3), lag 2006 zwischen 350 und 
550 Tagen [144]. Aufgrund dieser Einschränkungen der L-Tx wird verstärkt nach weite-
ren Strategien zur Therapie der hepatischen Fibrose bzw. Zirrhose geforscht. In den 
Fokus gerieten dabei adulte Stammzellen des KM, da diese eine hohe Plastizität, d.h. 
die Fähigkeit besitzen sich in eine Vielzahl von verschiedenen Geweben zu differenzie-
ren und damit zu deren Reparatur bzw. Regeneration beizutragen [145]. Die Beteili-
gung an Reparaturprozessen geschädigter Organe konnte schon für Vaskulogenese 
[146], Skelettmuskel [147], Myokard [148], Niere [149], ZNS [150] und Leber [151] de-
monstriert werden. Das KM dient als Reservoir für multiple Stammzell-Populationen: 
hämatopoetische Stammzellen (HPCs), mesenchymale Stammzellen, endotheliale 
Progenitorzellen (EPCs) und sehr kleine embryonen-ähnliche Zellen (engl. very small 
embryonic-like cells) [152]. Falls Stammzellen aus dem KM rekrutiert werden und in 
das verletzte Organ migrieren, können sie auf zweierlei Arten neues Gewebe bilden. 
Zum einen kann dies durch Umwandlung multi- oder pluripotenter Vorläuferzellen in 
spezifische Gewebezellen oder aber durch Fusion von KM- und Empfängerzellen ge-
schehen [153]. Verschiedene Studien berichten, dass KM-Zellen die in die Blutzirkula-
tion gelangen nach dem Einwandern in die Leber zur Regeneration des Organs beitra-
gen können. Das Ausmaß der Beteiligung sowie der exakte Mechanismus jedoch blei-
ben kontrovers [43, 154]. Es konnte gezeigt werden, dass HPCs (klassifiziert durch die 
Oberflächenmerkmale: CD133+, CD45+, CD14+) bei hepatischer Schädigung aus dem 
Blutkreislauf in die Leber einwandern und dort beginnen Marker leberspezifischer Pro-
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genitorzellen zu demonstrieren [155]. Dennoch bleibt die Bedeutung der HPCs für die 
Gewebereparatur, speziell der menschlichen Leber unsicher [156]. Die Angaben des 
Anteils an Hepatozyten, die aus in die Leber migrierten HPCs stammen, variieren in 
verschiedenen Studien stark (0,01 % bis 40 %) [157]. In einer klinischen Studie wurden 
Patienten untersucht die wegen unterschiedlicher primärer und sekundärer Leberma-
lignome (HCC, Metastasen eines Kolorektalen Karzinoms etc.) eine selektive Portal-
venenembolisation einiger Segmente (als Proliferationsstimulus vor Leberteilresektion) 
erhielten. Direkt im Anschluss an die Embolisation gab man ihnen zudem eine intrapor-
tale Injektion von autologen CD133-positiven KM-Zellen. Die Tx der Stammzellen führ-
te in der Versuchsgruppe zu einer signifikanten Verbesserung des Child-Pugh-Score 
sowie dem Anheben des Serum-Albumins [158]. In einer früheren Studie unserer Ar-
beitsgruppe konnte demonstriert werden, dass eine syngene sowie allogene KMT zu 
einer Verbesserung der Leberfunktion und des hepatischen Staging in einem Maus-
modell der sklerosierenden Cholangitis (Abcb4-Knockout-Maus) führte [18]. Auch bei 
CCl4- (Tetrachlorkohlenstoff) induzierter-Fibrose, konnte mittels KMT eine Reduzierung 
der hepatischen Schädigung sowie eine signifikant höhere Überlebensrate erreicht 
werden [159]. Für mesenchymale Stammzellen konnte ebenfalls eine Migration in die 
geschädigte Leber [151] und eine positiver Effekt auf die hepatische Fibrose nachge-
wiesen werden [160]. 
 
1.3 DAS HBV-TRANSGENE MAUSMODELL 
HBV kann nur Menschen und Schimpansen infizieren [161]. Durch dem HBV sehr nah 
verwandte Virusstämme die z.B. Pekingente (duck HBV, DHBV) oder nordamerikani-
sche Waldmurmeltiere (Woodchuck Hepatitis Virus, WHV) infizieren, gelang es unter 
anderem Schritte des Replikationszyklus [162] oder der hepatischen Kanzerogenese 
[163] genauer zu verstehen. Jedoch sind diese Tierarten weitaus weniger intensiv un-
tersucht als die am häufigsten verwendeten, Maus und Ratte. Aufgrund dieser engen 
Auswahl an Wirten des Virus, ist es nötig Alternativen für die wichtige Forschung an 
Replikation, molekularen Pathomechanismus oder Therapieformen zu verwenden. In 
vitro Zellkultur-Experimente mit HBV-transfektierten humanen Hepatomzellen (HepG2) 
sind seit vielen Jahren möglich [164]. In 2012 gelang es Lucifora et al. [101] mittels 
einer Transfektion von humanem Ntcp unter anderem HepG2-Zellen für eine HDV- und 
HBV-Infektion empfänglich zu machen. 
Zudem konnte HBV in humanen primären Hepatozyten-Kulturen angezüchtet werden 
[165]. Da die Zellen allerdings nach einiger Zeit Ihre ursprüngliche Differenzierung ver-
lieren, sind Langzeitstudien schwierig durchzuführen [166]. Hepatomzellen und huma-
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ne Hepatozyten-Kulturen verhalten sich auf Stimuli anders als es Hepatozyten in der 
Leber tun. Dies liegt unter anderem an der fehlenden dreidimensionalen Architektur der 
Systeme und den fehlenden Interaktionen mit Nichtparenchymzellen wie z.B. HSCs 
[167]. 
In vivo Experimente hingegen, bieten die Möglichkeit die HBV-Infektion im Zusammen-
spiel diverser Reaktionspartner, im lebendigen Organismus über lange Zeit zu studie-
ren. Die partielle Repopulierung der Leber immundefizienter Mäusen (uPA/RAG-2) mit 
humanen Hepatozyten, führte zur Entwicklung von chimären Mäusen welche für eine 
HBV-Infektion empfänglich sind. Die Mäuse besitzen ein lebertoxisch wirkendes 
Transgen (uPA: Uroplasminogenaktivator), welches für eine hohe Hepatozytenprolife-
ration sorgt [168]. Zudem weisen sie durch die Deletion eines Teils von RAG-2 
(Recombination activating gene 2) einen schweren kombinierten Immundefekt (SCID) 
auf [169]. Mit diesen Mäusen ist es möglich, z.B. Genotyp-spezifische Auswirkungen 
auf die HBV Replikation zu untersuchen [170]. Der wichtigste Anwendungsbereich der 
chimären Mäuse ist jedoch die Evaluation verschiedener antiviraler Therapien [161]. 
Ein alternatives in vivo Modell einer HBV-Infektion wurde 1985 erstmals von Chisari et. 
al entwickelt [171]. Dabei wurde mittels Mikroinjektion von subgenomischen HBV-DNA-
Fragmenten (Genotyp D, Subtyp ayw) in phänotypisch gesunde Mäuse, eine transgene 
Mauslinie (Stamm: C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J) erschaffen. Die HBV-Fragmente 
enthalten die kodierenden Regionen für die viralen Hüllproteine preS1 (LHB), preS2 
(MHB), S (HBsAg bzw. SHB) und HBx, welche mithilfe des leberspezifischen murinen 
Albuminpromotors exprimiert werden. Die Hepatozyten dieser HBV-transgenen Maus-
linie exprimieren die Hepatitis B Hüllproteine (HBs), besonders LHB in ausgeprägtem 
Maße und sekretieren HBsAg sowie SVP ins Serum [172]. Die Mäuse sind gegen das 
eingebrachte Transgen immun, da der Virus während der Embryogenese als körperei-
genes Protein erkannt wird [173]. So können im Serum der transgenen Mäuse keine 
Antikörper gegen HBsAg nachgewiesen werden [171]. Die massenhafte Synthese von 
LHB führt zur progressiven Ansammlung von ungewöhnlich langen (bis 800 nm), nicht 
sekretierbaren, filamentösen HBsAg-Partikeln im glatten ER bzw. Prä-Golgi-
Kompartiment. Hohe Konzentrationen an im ER gefangenen Virusteilen erschweren 
wiederum eine regelrechte Bildung von HBV-Partikeln und reduzieren damit deren 
Sekretion. Dies führt zu der Ansammlung toxischer Mengen von Partikeln, welche zum 
Tod der Hepatozyten führt. Je mehr HBsAg von den Hepatozyten synthetisiert wird, 
desto gravierender fällt der Schaden aus. Die Akkumulation der Proteine führt zudem 
zu einer hydropischen Schwellung bzw. auffälligen Größe der Hepatozyten [127]. Die 
murinen Hepatozyten zeigen einen Phänotyp ähnlich der Milchglashepatozyten in 
CHB. Diese weisen eine Hyperplasie des glatten ER, im Zytoplasma eingeschlossene 
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Oberflächenproteine sowie eine fehlende Färbbarkeit mit Eosin auf [174, 175]. Die 
Überproduktion von LHB führt demnach in den Mäusen zu einem direkten hepatozellu-
lären Schaden, der durch einen signifikanten Anstieg der Serum-ALT, Einzelzellnekro-
sen (sog. Councilman-Körperchen), fokaler Nekrose mehrerer Hepatozyten sowie ei-
nem inflammatorischen Infiltrat gekennzeichnet ist. Die portale Zone und Gallengänge 
bleiben dabei jedoch unbeteiligt, auch eine Cholestase tritt nicht auf [127]. Mit höherem 
Alter entwickeln die Mäuse zunehmend Foci HBsAg-negativer Hepatozyten, diese ent-
sprechen regenerativen, hyperplastischen Knötchen. Die kontinuierliche hepatische 
Schädigung mit Nekrose, Inflammation, Regeneration, Aneuploidie und Dysplasie führt 
in älteren Tieren zu der Entstehung einer chronischen Hepatitis sowie dem Auftreten 
von HCC [175]. HCC bilden sich bevorzugt in männlichen, transgenen Mäusen [176]. 
Weil die entstehenden HCC ebenfalls HBsAg-negativ sind, wurde auf einen Zusam-
menhang von HBsAg-freien Regenerat-Foci und der Entwicklung von HCC geschlos-
sen. Eine neuere Untersuchung konnte jedoch zeigen, dass HCC aus Hepatozyten mit 
intaktem Transgen entstehen, wohingegen die HBsAg-freien Bereiche aus (Transgen-
freien) Progenitorzellen hervorgehen [177]. Die Grundlage des in dieser Arbeit verwen-
deten Modells der HBV-Infektion, ist seit vielen Jahren in Verwendung [171] und ist 
extensiv in Bezug auf vielerlei Faktoren (Immunsystem, direkte Viruspathogenität, 
Kanzerogenese etc.) untersucht worden [87, 178, 179].  
1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
Über 2 Milliarden Menschen haben sich im Laufe Ihres Lebens einmal mit HBV infiziert, 
mehr als 300 Millionen leiden an einer chronischen Infektion [65]. HBV stellt heute zu-
dem die häufigste Ursache für eine Leberfibrose bzw. –zirrhose und das HCC dar.  
Aufgrund der Fähigkeit sich in viele verschiedene Gewebetypen zu differenzieren rü-
cken adulte Stammzellen, z.B. aus dem KM, in den Fokus aktueller Forschung. Ein 
therapeutischer Nutzen einer KMT auf die hepatische Fibrose konnte unter anderem in 
einem Modell der sklerosierenden Cholangitis oder in CCl4-induzierter-Fibrose gezeigt 
werden [18, 159]. Bisher liegen keine Daten zu dem Einsatz einer KMT in Bezug auf 
eine HBV-bedingte Fibrose im Tiermodell vor. Klinische Studien in denen Patienten mit 
Leberfibrose eine autologe KMT erhielten, zeigten gute Ergebnisse [180-183]. Die in 
dieser Arbeit verwendete HBV-transgene Maus-Linie ist seit langem bekannt [171] und 
ist extensiv in Bezug auf vielerlei Faktoren untersucht worden [87, 178, 179]. Die He-
patozyten dieses Mausmodells überexprimieren LHB und verursachen so eine andau-
ernde hepatische Schädigung der Mäuse, die einer chronischen Hepatitis mit HCC-
Entstehung ähnelt [171]. 
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Ausgangspunkt der Arbeit war die Frage:  
Führt eine KMT von gesunden Spendermäusen in HBV-transgenen Mäusen zu einer 
Verbesserung von Lebergrading und Leberstaging? 
 
Allgemeine hepatische Funktion sowie Ausmaß der Leberfibrose wurden mittels des 
Nachweises der Aktivität der Serum-ALT und der alkalischen Phosphatase (AP), der 
Bestimmung des Gesamtgehalts an hepatischem Hydroxyprolin sowie dem Nachweis 
verschiedener fibrosetypischer Marker in q-PCR (col1a1, MMPs, TIMP etc.) untersucht. 
Eine zentrale Methode dieser Arbeit war zudem die Histologie bzw. die Immunhisto-
chemie. Sie umfasste die Verwendung allgemeiner histologischer Analysen mittels 
H&E-Färbung, fibrosespezifischer Anwendungen wie der Sirius-Rot-Färbung oder z.B. 
dem Nachweis Desmin-positiver HSCs oder HBsAg-positiver Hepatozyten. 
Der Erfolg der KMT wurde mittels des Nachweises GFP-positiver Zellen geführt. Die 
hepatische Genexpression der Mäuse wurde zusätzlich noch mittels einer Microarray-
Analyse auf interessante Muster untersucht. 
Durch die Transplantation der gentechnisch markierten Stammzellen, isoliert aus phä-
notypisch gesunden Mäusen in das HBV-transgene Mausmodell, sollen die Möglichkeit 
der Rekrutierung von Vorläuferzellen in die Leber sowie deren potenzieller therapeuti-
scher Nutzen im Rahmen der HBV-bedingten Fibrogenese untersucht werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 MAUSLINIEN 
 Verwendete Mauslinien 2.1.1
Alle Mäuse stammen aus dem zentralen Tierstall der Justus-Liebig-Universität Gießen, 
ZTL, Frankfurter Str. 125, 35392 Gießen.  
Tabelle 1 zeigt die, in den Experimenten untersuchten Stämme. 
 
Mauslinie: Erklärung: 
C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J Ursprüngliche transgene HBV-Mauslinie 
auf C57BL/6J Basis [171].  
BALB/c-Lm Mauslinie auf BALB/c Basis. Kontroll-
gruppe (= Littermates). Abkürzung: Lm 
BALB/c-Tg(Alb1HBV) Transgene HBV-Mauslinie auf BALB/c 
Basis. Abkürzung: Tg 
Tx-BALB/c-Lm Transplantierte Mauslinie auf BALB/c 
Basis. Transplantierte Kontrollgruppe. 
Abkürzung: Lm-Tx 
Tx-BALB/c-Tg(Alb1HBV) Transplantierte transgene HBV-Mäuse 
auf BALB/c Basis. Abkürzung: Tg-Tx 
BALB/c-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J Transgene GFP-Mauslinie auf BALB/c 
Basis. 
CJ.129P2-Abcb4tm1Bor/J Abcb4-knockout Mauslinie auf BALB/c 
Basis. Abkürzung: Abcb4-/- 
 
Tabelle 1. Auflistung der in den Experimenten verwendeten Mauslinien. Es wurden Tiere 
des Stamms BALB/c verwendet. 
Die transgenen HBV-Maus Linien wurden von Herrn Prof. Dr. Kurt Reifenberg, Leiter 
der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universität Mainz zur Verfügung ge-
stellt. Die Mäuse des ursprünglichen Stamms C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J (auf 
C57BL/6-Basis) entwickeln eine leichte entzündliche Leberfibrose. Diese Inzuchtlinie 
wurde mittels der Kreuzung von hemizygoten transgenen Männchen auf Weibchen auf 
C57BL/6-Basis vermehrt. Durch die Rückkreuzung auf den Fibrose-suszeptiblen 
Stamm BALB/c [184] sollte die Ausprägung der hepatischen Fibrose gesteigert wer-
den. Deshalb wurden Mäuse vom Stamm C57BL/6J-Tg(Alb1HBV)44Bri/J und 
C57BL/6J-Tg in mindestens 6 Generationen auf BALB/c zurück gekreuzt. Dabei ent-
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stand die HBV-transgene Mauslinie BALB/c-Tg(Alb1HBV) (Tg) sowie die Kontrollgrup-
pe BALB/c-Lm (Lm). Die Tg-Mäuse sind nicht infektiös und können unter S1-
Bedingungen gehalten werden. Als Kontrollgruppe der Tg wurden Mäuse des Stamms 
BALB/c-Lm als „Littermates“ (Lm) verwendet. Lm sind Tiere der Kontrollgruppe, die im 
selben Käfig unter gleichen Bedingungen wie die Experimentalgruppe gehalten wer-
den. Konträr zu der Entwicklung einer hepatischen Fibrose in Tg, tritt bei Lm kein pa-
thologischer Phänotyp auf. Sie eignen sich daher als Gesund-Kontrolle [185]. Die GFP-
transgene Mauslinie wurde für die Transplantations-Experimente benötigt. Durch das 
Einbringen von GFP in die Mäuse, erscheint jedes Gewebe der GFP-transgenen Mäu-
se, bis auf Erythrozyten und Haarfollikel, unter einem blauen Anregungslicht grün 
[186]. 
 Knochenmarktransplantation 2.1.2
Für die Untersuchung des Einflusses der Transplantation wurden GFP-Reportgen mar-
kierte BALB/c Mäuse verwendet. Diese wurden von Herrn Prof. Dr. Robert Voswinckel 
aus dem Zentrum für Innere Medizin der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Verfü-
gung gestellt. 12 Wochen alte HBV-transgene BALB/c-Mäuse (Tg-Gruppe n = 15, Kon-
troll-Gruppe n = 5) sowie ihre 12 Wochen alten korrespondierenden Lm wurden mit 11 
Gy aus einer 60Co-Quelle (in Kooperation mit Dr. Wallbott, Strahlenzentrum JLU, 
Leihgesterner Weg 217, 35392 Gießen, Aktenzeichen: V54-19c 20-15(1) GI 20/10-
Nr.10/2008) tödlich Ganzkörper bestrahlt. Danach wurden beiden Gruppen 5x106 Do-
nor-KM-Zellen, isoliert aus BALB/c-GFP-transgenen Mäusen, in 0,1 ml Kochsalzlösung 
(1) mittels einer sterilen 30G Kanüle (2) in die seitliche Schwanzvene injiziert. Dies 
bewirkte einen weitgehenden Austausch des KM [187]. Die Isolation der KM-Zellen 
erfolgte durch Ausspülen von hinterem Unter- und Oberschenkelknochen (Tibia und 
Femur) von 10-12 Wochen alten, männlichen BALB/c-GFP-Reportergen Spendermäu-
sen mit Zellkulturmedium (3). Danach wurden die Zellen vereinzelt, gereinigt und ge-
zählt. Pro Spendermaus konnten mit dieser Methode 5-7x107 BMCs gewonnen wer-
den. KMT- und Kontrollgruppe wurden 14 Wochen bzw. 40 Wochen später getötet († 
mit 26 bzw. 52 Wochen). Da Donorzellen sowie Empfängerorganismus aus der glei-
chen Inzuchtlinie stammten (BALB/c), also genetisch identisch waren, handelte es sich 
um eine syngene KMT. 
 
Geräte/Materialien: 
(1) NaCl 0,9 %, Fa. Braun 
(2) Sterican Kanülen 30G, Fa. B. Braun  
(3) RPMI 1640 # P0418500 + 1 % P30-8100 FCS, Fa. PAN-Biotech, Aidenbach 
 MATERIAL UND METHODEN  
27 
 
 Probenentnahme und Lagerung 2.1.3
Die Mäuse wurden per CO2-Inhalation getötet. Alle beteiligten Mitarbeiter waren im 
Umgang mit den Tieren geschult. Anschließend wurde die Leber exenteriert sowie ve-
nöses Blut abgenommen. Die Leberorgane und die Serumproben wurden kurze Zeit 
später in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
 
2.2 KLINISCHE CHEMIE 
Die Parameter der klinischen Chemie wurden auf einem Reflotron-Gerät (1) erhoben. 
Dabei wurden die ALT sowie ALP in den Seren der Mäuse mittels Teststreifen (2) ge-
messen. Der Strichprobenumfang betrug dabei pro Gruppe mindestens 5 bis 15 Mäu-




(1) Reflotron Plus® Analyzer, Fa. Roche, Mannheim 
(2) Reflotron® Teststreifen: ALT, ALP, Fa. Roche, Mannheim 
 
2.3 HISTOLOGISCHE METHODEN 
Teile der Lebern wurden für histologische Fragestellungen entweder in Formalin fixiert 
und in Paraffin eingebettet oder in ein Einbettmedium zum Kryoschneiden (1) eingebet-
tet und bei -80 °C (2) gelagert. 
 
Geräte/ Materialien: 
(1) Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, # 4583, Fa. Sakura, Leiden, Niederlanden  
(2) Gefrierschrank MDFU 6086S, Fa. Sanyo 
 Einbettung in Paraffin 2.3.1
Teile der entnommenen Lebern wurden in 1 % Paraformaldehyd (PFA) über Nacht 
gelagert und in PBS gewaschen. Anschließend wurden sie in einer aufsteigenden Al-
koholreihe entwässert, in Paraffin eingebettet (1) und mithilfe des Mikrotoms (2) in 3-5 
µm feine Scheiben geschnitten. Nach einem kurzen Aufenthalt im Wasserbad (3) bei 
40 °C wurden die Schnitte auf einen Objektträger (4) überführt und später bei 40 °C auf 
einer Heizplatte (5) getrocknet. Gelagert wurden die Objektträger bei Raumtemperatur.  
 
1 % PFA-Lösung: 1 ml 37 % PFA-Lösung (6) in 36 ml Aqua dest. lösen  





(1) Einbett- Maschine EG1140H, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland 
(2) Microtom RM 2165, Fa. Leica, Wetzlar 
(3) Wasserbad H1210, Fa. Leica, Wetzlar 
(4) Objektträger Super Frost Ultraplus, Fa. R. Langenbrinck 
(5) Heizplatte H 1220, Fa. Leica, Wetzlar 
(6) 37 % Paraformaldehyd-Lösung, # 1.03999.1000, Fa. Merck, Darmstadt 
 Immunhistochemie mit Paraffin 2.3.2
Nach dem ca. 40 – 60 min langen Entparaffinieren der Leberschnitte in einem Tro-
ckenschrank (1) bei 60 °C wurden die Objektträger in einer absteigenden Alkoholreihe 
(3x 10 min Xylol, 2x 5 min 99,6 % Ethanol, 5 min 96 % Ethanol, 5 min 70 % Ethanol 
(alle aus Apotheke der Universität Gießen)) und zuletzt in 5 min Aqua dest. rehydriert. 
Nach einem 5 min langen Waschen in PBS (pH 7,4) konnte mit der Antigen-
Demaskierung bzw. dem Antigen-Retrieval fortgeführt werden. Beim Antigen-Retrieval 
wird die teilweise beim Einbetten verlorengegangene Immunreaktivität wiederherge-
stellt, d.h. Epitope auf den Schnitten werden wieder „freigelegt“. Für die Antigen-
Demaskierung mittels Citratpuffer wurden die Schnitte in einer Plastikküvette in einer 
Mikrowelle (2) 11x 2 min bei 600 Watt in Citratpuffer erhitzt. Nach dem Abkühlen der 
Objektträger auf Raumtemperatur wurden sie 10 min lang fließend (unter dem Was-
serhahn) gewässert und 2x 5 min mit PBS gewaschen. Um die endogene Peroxidase-
aktivität der Leberschnitte zu blockieren wurden sie 10 min lang mit 3 % H2O2 (3) (30 
% H2O2 mit PBS verdünnt) in einer Feuchtkammer behandelt und danach erneut 10 
min fließend gewässert. Nach dem 2x 5 min langen Waschen in PBS-Puffer erfolgte 
das Blockieren bzw. das Absättigen der unspezifischen Bindungsstellen der Schnitte 
zur besseren Anheftung des Antikörpers an spezifische Strukturen. Dies geschah mit-
hilfe spezieller Kits auf jeden Antikörper abgestimmt, z.B. mit 2,5 % normal horse se-
rum 20 min lang. Nach dem Dekantieren der Objektträger und 5 min langen Waschen 
mit PBS, erfolgte die Beladung der Schnitte mit dem jeweiligen spezifischen Antikörper 
in unterschiedlichen Konzentrationen (siehe Tabelle 2) in 10 % bovinen Serum Albumin 
(BSA) (5) über Nacht bei 4 °C. Anschließend wurde 2x 5 min in PBS gewaschen und 
die Schnitte mit dem entsprechenden sekundären Antikörper (6), 30 min in der Feucht-
kammer inkubiert. Nach 3x 5 min Waschen in PBS, erfolgte das Färben der Schnitte 
anhand von zwei verschiedenen Substraten (7,8). Die Kontrolle der Reaktion erfolgte 
laufend unter einem Mikroskop (9). Nun wurde 5 min lang fließend gewässert und ggf. 
anschließend noch ca. 3 min lang mittels Methylgrün (10) auf einer 60 °C heißen Heiz-
 MATERIAL UND METHODEN  
29 
 
platte (11) gegengefärbt. Nach dreimaligem Spülen mit Aqua dest. wurden die Objekt-
träger in einer aufsteigenden Alkoholreihe (5 min 96 % Ethanol, 2x 5 min Isopropanol, 
3x 5 min Xylol) wieder dehydriert. Nach dem Eindecken mit Pertex (12) und Deckplätt-
chen wurden die Objektträger getrocknet. Die histologische Begutachtung erfolgte auf 
einem Mikroskop der Firma Leica (13). 
 
Verwendete Lösungen: 
PBS (10x): 80 g NaCl (14) + 2g KCl (15) + 11,5g Na2HPO4 (16) + 2,45 g KH2HPO4 
(17) wurden erst in 900ml Aqua dest. gelöst und anschließend bis auf 
ein Gesamtvolumen von 1000 ml mit Aqua dest. aufgefüllt.  
 
PBS (1x): 100 ml der PBS-Stammlösung (10x) wurden in 900 ml Aqua dest. gelöst. 
Anschließend Titration mit HCl (18) bis pH 7,4 
 
Citratpuffer Ansatz: 
Stammlösung A:  21,01g 0,1M Zitronensäure (C6H8O7) (19) mit Aqua dest. auf  
   1000 ml aufgefüllt. pH 2,1 
 
Stammlösung B:  29,41g 0,1M Trinatriumcitrat-Dihydrat (C6H9Na3O9) (20) mit  
   Aqua dest. auf 1000 ml aufgefüllt. pH 8,4 
 
Gebrauchslösung:  9 ml Puffer A + 41 ml Puffer B mit Aqua dest. auf 500 ml aufge- 
   füllt. pH 6,0  
 
Geräte/ Materialien: 
(1) Trockenschrank T12, Fa. Heraeus, Hanau 
(2) Mikrowelle, Fa. Alaska 
(3) H2O2, #1.07210.1000 Fa. Merck, Darmstadt 
(4) 2,5 % normal horse Serum, Fa. Vector Lab, #S-2012 
(5) BSA, # K41-001-500, Fa. PAA, Pasching, Österreich 
(6) ImmPRESS Reagent Peroxidase Kits, Fa. Vector Lab, #MP-7401 (Anti-Rabbit), 
#MP-7402 (Anti-Mouse), #MP-7404 (Anti-Rat), #MP-7405 (Anti-Goat), #MP-7444 
(Anti-Rat, Mouse adsorbed), M.O.M Kit ,# PK-2200 
(7) VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kit, Fa. Vector Lab, #Sk-4600 
(8) DAB Peroxidase Substrate Kit, Fa. Vector Lab, #SK-4100 
(9) Mikroskop DMIL, Fa. Leica, Wetzlar 
(10) Vector® Methyl Green Fa. Vector Lab, #H-3402 
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(11) Heizplatte H 1220, Fa. Leica, Wetzlar 
(12) Pertex Eindeckmedium, Fa. Medite, Bergdorf 
(13) Leitz DMRB Durchlichtmikroskop, #3566, Fa. Leica, Wetzlar 
(14) NaCl, #31434, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim  
(15) KCl, #6781.3, Fa. Carl Roth, Karlsruhe  
(16) Na2HPO4, #3904.2, Fa. Carl Roth, Karlsruhe 
(17) KH2HPO4, #P030.1, Fa. Carl Roth, Karlsruhe 
(18) HCl, #84422-12, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(19) Citronensäure,# 1002440500, Fa. Merck, Darmstadt 
(20) Trinatriumcitrat-Dihydrat, #1.06448.1000, Fa. Merck, Darmstadt 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
 







     
A6 monoclonal Ratte 1:50 Direkt von Valentina Factor 
(NIH, Bethesda, USA) er-
halten 
Ck7 monoclonal Maus 1:100 Chemicon Mab3226 
Ck19 polyclonal Kaninchen 1:100 Abcam Ab15463 
Desmin monoclonal Kaninchen 1:100 Thermo Fis-
her Scientific 
PA1-27003 
GFP polyclonal Ziege 1:100 Rockland 600-101-215 
HBsAg polyclonal Ziege 1:50 IMGENEX IMG-80013 
p21 polyclonal Kaninchen 1:50 Santa Cruz sc-397 
p27 polyclonal Kaninchen 1:50 Santa Cruz sc-528 
Sox9 polyclonal Kaninchen 1:50 Santa Cruz sc-20095 
 




Bei jeder immunhistochemischen Färbereihe wurde von Beginn an eine Isotypenkon-
trolle mitgeführt. Diese diente dazu eine eventuell unspezifische Bindung des Pri-
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märantikörpers an Strukturen des Gewebeschnitts aufzudecken. Dazu wurden anstatt 
des Primärantikörpers, IgG Antikörper aus der gleichen Spezies, z.B. Ziege (1) in der 
gleichen Konzentration verwendet. Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte mit der 
Isotypenkontrolle exakt gleich wie die eigentliche Versuchsgruppe weiter behandelt. 
Die Isotypkontrollen fielen durchwegs negativ aus, so dass von keiner unspezifischen 
Bindung der Primärantikörper ausgegangen werden konnte. 
 
Geräte/Materialien: 
(1) Ziege IgG ChromPure, Fa. Jackson Immuo Research, Suffolk, Uk 
(2) Maus IgG ChromPure, Fa. Jackson Immuo Research, Suffolk, Uk 
(3) Ratte ChromPure, Fa. Jackson Immuo Research, Suffolk, Uk 
(4) Kaninchen ChromPure, Fa. Jackson Immuo Research, Suffolk, Uk 
 
 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 2.3.5
Um eine allgemeine histologische Untersuchung durchzuführen, wandten wir die am 
weitesten verbreitete Methode, die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H&E-Färbung) [188] 
an. Hämatoxylin färbt basophile Strukturen, wie z.B. DNA im Zellkern blau. Eosin hin-
gegen färbt alle acidophilen Strukturen, wie z.B. Zellplasmaproteine rot [189]. 
Die Proben wurden über Nacht bei 37 °C erwärmt, entparaffiniert sowie in einer abstei-
genden Alkoholreihe rehydriert (siehe 2.3.2). Anschließend wurden die Objektträger 5 
min lang mit Hämalaun-Lösung (1) bedeckt und danach 5 min lang in Leitungswasser 
gewaschen. Nach dem 1 min langen Bedecken der Objektträger mit Eosin (2) wurde 
erneut ca. 3-4 min in Leitungswasser gewaschen. Danach wurden die Objektträger in 
einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 min 96 % Ethanol, 2x 5 min Isopropanol, 3x 5 min 
Xylol) wieder dehydriert. Nach dem Abdecken mit Pertex (3) und Deckplättchen wur-
den die Objektträger getrocknet und untersucht. 
 
Geräte/ Materialien: 
(1) Hämalaun Sauer nach Mayer, # T865.2, Fa. Carl Roth, Karlsruhe 
(2) 0,5 % Eosin Y, #676607, Fa. Fisher Scientific 
(3) Pertex Eindeckmedium, Fa. Medite, Bergdorf 
 
 Sirius-Rot-Färbung 2.3.6
Zur histologischen Darstellung und Beurteilung des Kollagengehalts der Mäuselebern 
wurden die Präparate mit Sirius-Rot behandelt [190, 191]. Dabei werden Kollagenfa-
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sern Typ I spezifisch rot angefärbt. Bei Betrachtung unter polarisiertem Licht kann man 
die Kollagenfasern als gelbe/rote doppelbrechende Stränge identifizieren. 
Die Proben wurden über Nacht bei 37 °C erwärmt, entparaffiniert sowie in einer abstei-
genden Alkoholreihe rehydriert (siehe 2.3.2). Danach wurden die Präparate für 90 min 
mit Sirius-Rot-Lösung bedeckt sowie 2x 5 min mit einer 0,5 %igen Essigsäurelösung 
behandelt. Abschließend erfolgte die Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholrei-
he sowie das Eindecken mit Pertex (siehe 2.3.2). 
 
Verwendete Lösungen: 
Sirius-Rot-Lösung: 0,1 g Siriusrot-Farbstoff (1) + 100 ml Pikrinsäure (2), pH: 2,0 
Essigsäurelösung: 300 ml Aqua dest. +1,5 ml Essigsäure (3) 
 
Geräte/ Materialien: 
(1) Sirius-Rot-Farbstoff, #09400, Fa. Polysciences, Heidelberg 
(2) Pikrinsäure, #80456 Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(3) 100 % Essigsäure, #1000631000, Fa. Merck, Darmstadt 
 
 Seneszenz-assoziierter beta-Galaktosidase-Assay 2.3.7
Der Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase (SABG)-Assay ist der am meisten ver-
wendete Biomarker für die zelluläre Seneszenz. Man vermutet, dass sich die lysoso-
male, saure ß-Galaktosidase spezifisch in seneszenten Zellen anreichert [192]. Man 
kann eine erhöhte Aktivität an einem blauen zytosolischen Präzipitat in den Zellen er-
kennen. Verwendet wurden Kryogewebeschnitte, da ein SABG-Assay nur an nativem 
Gewebe nachgewiesen werden kann. Die Schnitte wurden für 15 min bei Raumtempe-
ratur in SABG-Fixativ fixiert, anschließend 3x in SABG-PBS gewaschen. Nun konnten 
die Leberschnitte mit der frisch zubereiteten X-gal-Lösung, über Nacht bei 37 °C in 
einer Feuchtkammer inkubiert werden. Nach drei weiteren SABG-PBS-
Waschvorgängen je 1 min wurden die Proben mit einem Medium (1) eingedeckt und im 
Dunkeln bei 4 °C gelagert. 
 
Verwendete Lösungen: 
SABG-Fixativ:   0,5 % Gluteraldehyd (2) in SABG-PBS (pH 7.2) 
SABG-PBS: PBS + 1 mM MgCl2 (3), titriert auf pH 6.0 für humane Ge-
webe 
X-Gal-Lösung: 1 mg/ml X-ß-gal (4) + 50 μl/ml 20x Kaliumzyanidlösung + 
SABG-PBS. Die Lösung wurde frisch angesetzt oder ma-
ximal 2 Wochen bei -20 °C aufbewahrt.  
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20x Kaliumzyanidlösung: 820 mg K3Fe(CN)6 (5) + 1,05 g K4Fe(CN)6x3H20 (6) auf 
25 ml mit PBS auffüllen. Bei 4 °C aufbewahren.  
 
Geräte/Materialien: 
(1) Fluorescent Mounting Medium, #S3023, Fa. Dako, Hamburg 
(2) Gluteraldehyd 25 %, #1.042339, Fa. Merck 
(3) MgCl2, #814733, Fa. Merck 
(4) Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktosid (=X-ß-gal), Fa. Carl Roth, Karlsruhe 
(5) K3Fe(CN)6, #1.04973, Fa. Merck 
(6) K4Fe(CN)6x3H20, #1.04984, Fa. Merck 
 
2.4 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 RNA-Isolierung 2.4.1
Für verschiedene Methoden wie PCR oder Microarray ist es notwendig RNA aus den 
entnommenen Lebern der Mäuse zu isolieren. Dies führten wir nach Herstellerangaben 
anhand des RNeasy Mini Kit von Qiagen (1) durch. Für die Isolierung der RNA wurde 
ein eigens dafür vorgesehener Pipetten-Satz verwendet. Bei dieser Methode der RNA-
Isolation, kommt es durch die Verwendung eines Größenfilters nur zur Anreicherung 
von RNA länger als 200 Nukleotide. Dadurch kommt es zum bevorzugten Ansammeln 
von messenger RNA (mRNA), da andere RNA-Arten wie tRNA kleiner als 200 Nukleo-
tide sind. Von den bei -80 °C aufbewahrten Lebern wurden jeweils 20-25 mg Gewebe 
abgewogen und in 1,5 ml Eppendorf-Cups auf Trockeneis überführt. Mit 600 µl eines 
Lysepuffers (2) wurde die Leber mechanisch homogenisiert (3). Danach wurde das 
Homogenisat auf die Shredder-Säule übertagen und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. 
Nach dem Verwerfen des Shredders, wurde das Lysat mit 600 µl 70 % Ribonuklease 
(RNase)-freiem Ethanol (4) versetzt, gemischt und auf eine Easyspin-Säule (5) über-
tragen und 15 Sekunden mit 8000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit dem Ver-
werfen des Durchflusses zweimal wiederholt, mit ihm wurde die Ausfällung der RNA 
erreicht. Die Säule wurde in ein neues Auffangröhrchen überführt und mit 700 µl 
Waschpuffer RW1 (6) versetzt und erneut 15 Sekunden lang bei 8000 x g zentrifugiert. 
Ein erneutes Überführen der Easyspin-Säule in ein neues Auffangröhrchen und be-
handeln mit 500 µl Waschpuffer RPE (7) folgte. Eine 15 Sekunden lange Zentrifugation 
bei 8000 x g, das Verwerfen des Durchflusses und eine Wiederholung des vorherigen 
Schrittes schlossen sich an. Hiermit wurde sichergestellt, dass kein Ethanol die an-
schließende RNA-Elution stören konnte. Danach wurden die Säulen in neue, in Eis 
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gelagerte Eppendorf-Cups überführt und die Membran mit 40 µl RNase-freiem Wasser 
(8) benetzt. Nach 5 min Inkubation wurde noch 1 min bei 8000 x g zentrifugiert um die 
RNA zu eluieren. Die so gewonnene mRNA wurde nun mit dem Desoxyribonuklease 
(DNase)-Kit (9) behandelt, dies entfernt potenziell vorhandene DNA. Dafür wurde je-
dem Eppendorf-Cup mit der in 40 µl Aqua dest. eluierten RNA ein Reaktionsansatz mit 
4 µl 10x DNase Turbo Buffer (10) sowie 1 µl Turbo DNase (11) zugefügt und 30 min 
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 4,5 µl DNase Inactivation Reagent (12) und einer 
5 min langen Inkubation bei Raumtemperatur, wurde 0,5 µl RNase-freies Wasser (8) 
hinzugefügt und 1,5 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Nachdem die Überstände in ein 
neues Eppendorf-Cup überführt worden waren, wurde mit der photometrischen Quanti-
fizierung (13) der RNA fortgefahren. Jeweils 1 µl der neu gewonnen RNA wurde auf 
das Nano-Drop-Photometer aufgetragen und bei 260 nm Wellenlänge quantifiziert. Zur 
Kontrolle der Reinheit der isolierten RNA, wurde das Verhältnis der Absorption bei 260 
nm sowie 280 nm bestimmt (A260/ A280) [193]. DNA und RNA absorbieren, wegen der in 
ihnen enthaltenen Nukleinsäuren hauptsächlich ultraviolettes Licht bei 260 nm, verun-
reinigendes Protein hingegen absorbiert bei 280 nm. Ein A260/A280-Verhältnis von 2.0 
gilt als rein für RNA, ein Verhältnis von 1,8 für DNA. Die Konzentration der RNA wurde 





(1) RNeasy Mini Kit, # 74104, Fa. Qiagen, Hilden  
(2) RTL Buffer (Fa. Qiagen) und Mercaptoethanol (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) im Ver-
hältnis 1:10 
(3) Homogenizer Ultra Turrax T8, Fa. Ika Werke, Staufen 
(4) Ethanol, Apotheke der Justus Liebig Universität Gießen 
(5) RNeasy Spin Column, Fa. Qiagen, Hilden 
(6) RW1 Buffer, Fa. Qiagen, Hilden 
(7) RPE Buffer, Fa. Qiagen, Hilden 
(8) RNase-freies Wasser. Fa. Qiagen, Hilden 
CRNA = (A260 – ALW) * 40 * V 
CRNA = RNA Konzentration in µg/ml 
A260 = Absorption der Probe bei 260 nm 
ALW = Absorption der Leerwert-Probe bei 260 nm 
40 = Multiplikationsfaktor 
V = Verdünnungsfaktor 
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(9) Turbo DNA-free, Fa. Ambion, # AM 1907, Carlsbad, USA 
(10) 10x DNase Turbo Buffer, Fa. Ambion, Carlsbad, USA 
(11) Turbo DNase, Fa. Ambion, Carlsbad, USA 
(12) DNase Inactivation Reagent, Fa. Ambion Carlsbad, USA 
(13) Nano Drop ND 1000 Spectrophotometer, Fa. Thermo Scientific 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter, Fa. Greiner, Bio-One, Essen 
 
 RNA-Agarose-Gel 2.4.2
Bei Anlage eines elektrischen Feldes an Nukleinsäuren, werden diese nach Masse und 
Konformation aufgetrennt. Bei der Elektrophorese wandern Nukleinsäuren aufgrund 
ihrer negativ geladenen Phosphatreste zur positiv geladenen Anode. Je größer die 
Nukleinsäure, desto langsamer wandert sie durch das Agarose-Gel. Nach der Isolie-
rung im vorhergehenden Schritt, wurde die gewonnene RNA noch einer Qualitäts- so-
wie Quantitätskontrolle mittels eines RNA-Agarose-Gels unterzogen. Die Proben wur-
den mit Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid macht es möglich die RNA-Banden 
sichtbar zu machen, da es in die RNA interkaliert und unter UV-Licht fluoresziert. Das 
Agarose-Gel wurde 30 min vor Benutzung gegossen. Dazu wurden Agarose, Aqua 
dest. sowie MOPS-Puffer (siehe Lösungen) in einer Mikrowelle (1) 3x aufgekocht. Das 
im MOPS-Puffer enthaltene DECP dient der Inaktivierung von RNasen. Nach dem Ab-
kühlen der Lösung wurde auf einer Heizplatte (2), bei 60 °C unter dem Abzug 11,25 ml 
Formaldehyd (3) hinzugefügt. Nach einem weiteren Abkühlschritt wurde maximal 30 
min später 1x MOPS-Laufpuffer dazugegeben und auf das Polymerisieren des Gels 
gewartet. Je 1 µl der zu untersuchenden mRNA-Proben wurde in 0,5 ml Eppendorf-
Cup mit 1 µl RNA-Lade-Puffer vermengt und für 10 min bei 65 °C in einem Thermomi-
xer (4) denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Nach einer kurzen Zentrifugation (5) der 
Reaktionsgefäße, konnten die Geltaschen mit jeweils 2 µl des RNA-Puffer-Gemischs 
beladen werden. Die Elektrophorese-Kammer (6) wurde mit 65 V 1 h lang betrieben. 
Im Anschluss wurden unter UV-Licht, in einer Foto-Kammer (7) die mittels Ethidium-
bromid sichtbar gemachte Auftrennung der RNA in 18S und 28S Untereinheiten begut-
achtet und dokumentiert (siehe Abb. 10). Hierbei konnte auch auf eine eventuelle Ver-
unreinigung der RNA mit DNA geschlossen werden. 
 




Abb. 10. Auftrennung der mRNA in 28S- und 18S-Fraktion. Ausschnitt aus eigenem, unter 
UV-Licht erstelltem Bild. 
Verwendete Lösungen: 
Gel:    1,2 g Agarose (8) + 123,75 ml Aqua dest +15 ml 10x 
MOPS  
10x MOPS:   41,8 g MOPS (9) + 6,8 g NaAc (10) mit DEPC-Wasser auf 
     1000 ml mit Aqua dest. auffüllen. pH 7,0 
DEPC-Wasser:   1ml DEPC (11) + 999 ml Aqua Dest. über Nacht bei 37 °C 
im Brutschrank (12) inkubieren. Danach wurde autokla-
viert (13) 
2x RNA-Lade-Puffer:  800 µl 10x MOPS + 1330 µl 6x Puffer RT + 1600 µl Form 
aldehyd (3)+ 4000 µl Formamid (14)+ 50 µl Ethidiumbro-
mid (15)+ 250 µl DEPC-Wasser auf 10 ml mit Aqua dest. 
auffüllen. 
6x Puffer RT:   25mg Bromphenol Blau (16) + 25 mg Xylene Cyanol FF 




(1) Mikrowelle, Fa. Alaska 
(2) Heizplatte H 1220, Fa. Leica, Wetzlar  
(3) 37 % Paraformaldehyd-Lösung, # 1.03999.1000, Fa. Merck, Darmstadt  
(4) Thermomixer 5436, Fa. Eppendorf, Hamburg  
(5) Zentrifuge Mikro 2000, Fa. Hettich, Tuttlingen  
(6) Elektrophorese-Kammer, Fa. Roth, Karlsruhe 
Stromversorgung Consort EV243, Fa. Pharmacia Biotech, Cambridge, England 
(7) Infinity2-2, Fa Lumenera Corporation, Ottowa, Canada 
(8) Agarose NEEO, #2267.1, Fa. Merck, Darmstadt 
28s  
18s  
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(9) MOPS 99,5 %, #M1254, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(10) NaAc, #KMF08-319, Fa. KMF, Lohmar 
(11) DEPC, #298711, Fa. Merck, Darmstadt 
(12) Brutschrank IG150,  Fa. Jouan, Unterhaching 
(13) Autoklav, Fa. Memmert, Schwabach 
(14) Formamid, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(15) Ethidiumbromid 1 %, # 2218, Fa. Roth, Karlsruhe 
(16) Bromphenolblau, #15375, Fa. Serva, Heidelberg 
(17) Xylene Cyanol, #X4126, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(18) Ficol 400, # F-2637, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter, Fa. Greiner, Bio-One, Essen 
 
 Transkription von mRNA in cDNA 2.4.3
Um die isolierte mRNA in der Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain 
Reaction, PCR) weiter untersuchen zu können, muss sie erst revers transkribiert wer-
den. Da die in der PCR verwendete DNA-Polymerase keine RNA als Substrat verwen-
den kann, wird aus mRNA mittels des Enzyms reverse Transkriptase (RT) sog. Com-
plementary DNA (cDNA) synthetisiert. Die RNA, die Vorlage für die Synthese der 
cDNA, ist schon prozessiert und enthält deshalb keine Introns mehr. Zum Starten der 
Transkription von mRNA in cDNA benötigt die RT eine Startsequenz, den Primer. Die-
ser besteht aus einem kurzen, komplementären DNA-Abschnitt welcher sich an den 
Poly A- Schwanz der RNA bindet. Der Primer gibt folglich den zu amplifizierenden Teil 
der RNA der zu untersuchenden Probe vor. Mit Kenntnis der Basenabfolge des zu un-
tersuchenden Proteins ist es möglich einen dafür passenden Primer zu konstruieren. 
Dieser lagert sich dann komplementär an die Proben-RNA an und die RT kann begin-
nen die entsprechende cDNA zu synthetisieren. 
Mit der Konzentrationsbestimmung der RNA der unterschiedlichen Proben im vorher-
gehenden Schritt (siehe 2.4.1), wurde die für eine End-Konzentration von 1 µg benötig-
te RNA-Menge berechnet und in 15 µl RNase freiem Wasser (1) gelöst. Die eigentliche 
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Die Versuchsansätze wurden in einem Eppendorf-Cup vermengt und anschließend in 
einen Thermocycler (3) nach dem iScript Herstellerprotokoll (5 min bei 25 °C, 30 min 
bei 42 °C, 5 min bei 85 °C) inkubiert. Die spezifische Abfolge der verschiedenen Tem-
peraturstufen ermöglichte erst die Reaktion: 25 °C begünstigt das Anlagern bzw. Hyb-
ridisieren des Primers an die RNA-Matrize. In der nachfolgenden 42 °C -Phase wurde 
die optimale Wirktemperatur der RT erreicht, so dass die reverse Transkription die 
Synthese der cDNA erfolgen konnte. Durch das kurzzeitige Erhitzen auf 85 °C wurde 




(1) RNase freies Wasser, Fa. BIO-Rad, Hercules, USA 
(2) iScript cDNA Synthesis Kit, Fa. BIO-Rad, # 170-8890, Hercules, USA 
(3) Thermocycler T3, Fa. Biometra, # 3100-810-10, Göttingen 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter, Fa. Greiner, Bio-One, Essen 
 
 q-PCR 2.4.4
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Real time quantitative polymerase chain reac-
tion, q-PCR) stellt die bewährteste Methode zur Amplifizierung und Analyse von spezi-
fischen DNA-Abschnitten dar [194]. Die zu vervielfältigenden Teile der DNA werden 
über sequenzspezifische Startnukleotide, die Primer bestimmt. Die Verlängerung der 
Primer erfolgt über die Anlagerung bzw. Hybridisierung der Primer an den entspre-
chenden komplementären DNA-Strang. Die Synthese der DNA, bzw. die Anlagerung 
und Polymerisation der Desoxyribonukleotide wird durch eine thermostabile Polymera-
se (hier: Taq-DNA-Polymerase) bei 72 °C (Wirkmaximum des Enzyms) katalysiert. 
5x iScript reaction mix  4 µl 
iScript reverse transcriptase   1 µl 
Nuclease-free water   x µl 
RNA-Vorlage    x µl 
Gesamtvolumen  20µl 
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Nach der Elongation wird auf 95 °C erhitzt um den zu amplifizierenden Abschnitt (die 
Matrize) sowie die Primer und das neu entstandene Syntheseprodukt wieder vonei-
nander zu trennen (Denaturierung). Die erneute Anlagerung der Primer (Annealing) 
erfolgt je nach verwendetem Primer mit unterschiedlicher Temperatur, z.B. bei 57 °C. 
Anschließend wird der Ansatz wieder auf 72 °C erhitzt, so dass sich Matrize, Primer 
und nun auch die neu entstandenen Syntheseprodukte hybridisieren können um wie-
derum neue DNA-Amplifikate herzustellen. Mit der wiederholten Abfolge von Anneal-
ing, Elongation sowie Denaturierung lassen sich die gewünschten Abschnitte der DNA 
exponentiell vervielfältigen. Um die Amplifikation der Komplementärstränge zu quantifi-
zieren wird ein DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green I) verwendet. Dieser 
lagert sich während der PCR, am Ende der Elongation, in die doppelsträngige DNA 
ein. Der dabei entstehende Komplex aus Fluoreszenzfarbstoff und DNA hat ein Ab-
sorptionsmaximum für blaues Licht bei der Wellenlänge λmax = 494 nm, bei λmax = 
521 nm sendet er grünes Licht aus. Die Intensität der Fluoreszenz ist proportional zu 
der Anzahl an PCR-Produkten. Mit mehreren Zyklen vermehrt sich die Anzahl der 
DNA-Amplifikate erst exponentiell, danach nur noch linear, bis sie sich einer Sätti-
gungsgrenze annähert. Durch die Messung der Fluoreszenz in der exponentiellen 
Phase der Zyklen lassen sich quantitative Aussagen über das Vorliegen des gesuchten 
DNA-Abschnitts treffen. Da die Erfassung der Fluoreszenz in Echtzeit während der 





Abb. 11. Prinzip der q-PCR mit SYBR Green. SYBR Green bindet sich an doppelsträngige 
DNA. Dies geschieht während der Elongation. Bei Beleuchtung mit blauem Licht, emittiert der 
Komplex aus DNA und SYBR-Green-Fluoreszenzfarbstoff grünes Licht. Da die Intensität der 
Fluoreszenz proportional zu den doppelsträngigen PCR-Produkten ist, lässt sich die Amplifikati-
on der DNA quantifizieren. Mit freundlicher Genehmigung von Roche
®
. Modifiziert nach [195]. 
 
Blaues Licht 
   Grünes Licht 
SYBR GREEN 
DNA 
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Das Gesamtvolumen des Versuchsansatzes für jede Probe betrug 12,5 µl und setzte 




Der SYBR Green qPCR Super Mix (1) besteht u.a. aus: Taq-DNA-Polymerase, dATP, 
dCTP, dUTP, dGTP, MgCl2 sowie SYBR Green I. Die verwendeten Primer sowie deren 
Annealingtemperaturen sind in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden wer-
den. aufgeführt. In jedem Versuchslauf wurden 2 Negativkontrollen (Versuchsansatz 
ohne cDNA) mitgemessen. Um etwaige Verunreinigungen oder Pipettierfehler auszu-
gleichen wurde für jeden Primer Doppelmessungen durchgeführt und anschließend die 
Mittelwerte verwendet. Alle Werte wurden auf die Expression des Housekeeping-Gens 
18S rRNA normalisiert und nach der ∆∆Ct-Methode [196] berechnet. Das Gen 18S 
rRNA wird konstitutiv exprimiert, es ist unabhängig vom Zelltyp oder äußeren Einflüs-
sen und wird daher nicht reguliert. Der Ct-Wert (engl. Cycle treshold) beschreibt den 
Punkt an dem in einer PCR eine Fluoreszenz erstmalig über den Hintergrundwert an-
steigt. Dieser Wert liegt im exponentiellen Teil der Fluoreszenzkurve. Der Ct-Wert wird 
über die Menge der im Versuchsansatz vorliegenden DNA positiv beeinflusst. So lässt 
sich z.B. mithilfe des Ct-Werte-Vergleichs zweier unterschiedlicher Proben sagen, in 
welcher Probe vor der Vervielfältigung mehr DNA enthalten war. Durch die Differenz 
der Ct-Werte des zu messenden Gens sowie des 18S rRNA-Gens, ergab sich der Wert 
der Vervielfältigung der Genexpression. Am Ende jeder PCR wurde die sog. Schmelz-
kurve bestimmt. Da jedes in der PCR entstandene Reaktionsprodukt aufgrund seiner 
individuellen Zusammensetzung einen unterschiedlich frühen oder späten Schmelz-
punkt hat (abhängig von der Anzahl der Wasserstoffbindungsbrücken), kann man in 
der Dissoziationskurve auf eine mögliche Verunreinigung schließen. Bei Eintreten des 
Schmelzpunktes wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt, es kann ein Anstieg der Flu-
oreszenz registriert werden. Die q-PCR erfolgte in einem Gerät der Firma Roche (2). 
Die Daten wurden mit Hilfe der Software MXpro (3) ausgewertet. In Abb. 12. Tempera-
turprofil der PCR., Tabelle 3 zeigt die verwendeten Primer. 
Versuchsansatz (1x): 
SYBR green Super Mix/ Rox: 6,30 µl 
Primer:    1,25 µl 
Aqua dest.:    4,45 µl 
cDNA     0,50 µl 
Gesamtvolumen    12,5 µl 
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Gen  Annealingtemperatur Hersteller Katalog # 
18s rna  57 °C Qiagen QT01036875 
Afp  57 °C Qiagen QT00174020 
Col1a1  57 °C Qiagen QT00162204 
Ctgf  57 °C Qiagen QT00096131 
Ifn γ  57 °C Qiagen QT01038821 
Mmp2  57 °C Qiagen QT00116116 
Mmp7  57 °C Qiagen QT00110012 
Mmp9  57 °C Qiagen QT00108815 
Mmp13  57 °C Qiagen QT00111104 
Spp1  57 °C Qiagen QT00157724 
Tgf ß  57 °C Qiagen QT00145250 
Timp1  57 °C Qiagen QT00996282 
Tnf-α  57 °C Qiagen QT00104006 
 
Tabelle 3: In der q-PCR verwendete Primer sowie deren Annealingtemperatur. 
 
 
Abb. 12. Temperaturprofil der PCR. Zuerst wurde der Versuchsansatz für 10 min bei 95 °C 
denaturiert. Nun begann der eigentliche Zyklus mit einer 30 Sekunden langen Phase bei 95 °C 
zur Auftrennung der Doppelstränge. Bei 57 °C erfolgte für 30 Sekunden das Annealing, die 
Primer-Hybridisierung. Mit einer 10-sekündigen Phase, in der bei 72  °C die Polymerisation der 
DNA erfolgte, endete der Zyklus. Diese Abfolge wurde vierzigmal wiederholt. Nach dem Ablauf 
des letzten Zyklus wurde eine Schmelzkurve generiert. Dabei wurde ausgehend von 55 °C auf 
95 °C erhitzt um die Doppelstränge zu trennen und dabei den Fluoreszenzfarbstoff freizusetzen. 
Bild: Screenshot der Software MXpro (3). 




(1) Platinum SYBR Green qPCR Super Mix, #11733-038, Fa. Invitrogen, Carlsbad, 
USA  
(2) Multiplex quantitative PCR- System MX 3000P, #401512, Fa. Stratagene, Wald-
bronn 
(3) MXpro, Fa. Corbett Research, Australien 
PCR Strips, #3418, Fa. Thermo Scientific  
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter, Fa. Greiner, Bio-One, Essen 
 
 Genotypisierung  2.4.5
Um die Mäuse in Kontroll- oder Versuchsgruppe einzuordnen wurde die DNA der Mäu-
se auf das Vorhandensein des Transgens untersucht. Dafür wurde zuerst aus abge-
schnittenen Mäuseschwänzen DNA isoliert und diese anschließend mit Transgen-
spezifischen Primern in der q-PCR untersucht.  
 
2.4.5.1 Isolation der DNA 
Die Aufreinigung der DNA aus Mäuseschwänzen wurde mittels dem DNeasy Blood & 
Tissue Kit (1) durchgeführt. Nach dem Zusetzen von jeweils 180 µl ATL Puffer (2) so-
wie 20 µl Proteinase K (3) wurde der Ansatz gevortext (4) und für 24 h bei 56 °C in 
einem Thermomixer (5) inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden 200 µl AL Puffer 
(Qiagen) zum Lysieren sowie 200 µl Ethanol (96-100 %) (6) hinzugefügt und alles gut 
gemischt. Das Gemisch und das Präzipitat wurden danach auf die DNeasy Mini Spin 
Säulen (7) aufgetragen und anschließend bei 8000 rpm zentrifugiert (8). Nach Entlee-
ren der Collectiontubes (Qiagen) wurde mittels Zugabe von 500 µl AW1 Puffer (9) das 
Waschen begonnen. Dann erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 8000 rpm für 1 min. 
Das Zentrifugat wurde verworfen, die Säule mit 500 µl AW2 Puffer (10) beladen sowie 
für 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen der Collectiontubes wurden die 
Säulen mittels 40 µl Aqua dest. in neue 1,5 ml Eppendorf-Cups eluiert sowie eine Mi-
nute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. 
 
Geräte/ Materialien: 
(1) DNeasy Blood & Tissue Kit, Fa. Qiagen, Hilden # 69506 
(2) ATL Puffer, Fa. Qiagen, Hilden 
(3) Proteinase K, Fa. Qiagen, Hilden 
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(4) Vortex Mixer 7-2020, Fa. neoLab, Heidelberg 
(5) Thermomixer 5436, Fa. Eppendorf, Hamburg 
(6) Ethanol 96-100 %, Apotheke der Justus Liebig Universität Gießen 
(7) DNeasy Mini Spin Column, Fa. Qiagen, Hilden 
(8) Zentrifuge Mikro 2000, Fa. Hettich, Tuttlingen 
(9) AW1 Puffer, Qiagen, Hilden 
(10) AW2 Puffer, Qiagen, Hilden 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
 
2.4.5.2 q-PCR mit Alb1-HBV-Primer 
Die im vorherigen Schritt gewonnene DNA der Mäuse wurde mittels q-PCR auf die An- 
bzw. Abwesenheit von Transgen-Kopien im Mausgenom untersucht. Hierbei wurden 
zwei Primer mit umgekehrt-komplementärer Basenpaarung eingesetzt, welche die  
jeweiligen Enden des zu amplifizierenden Produkts markierten. Die Primer wurden 
spezifisch für das Transgen zusammengestellt. 
 


















Tabelle 4. In der Genotypisierung verwendete Primer. Alle Primer wurden mit einer Annealing-
temperatur von 57 °C verwendet. 
Die q-PCR-Läufe wurden mit dem Programm MXpro (1) mit folgendem Temperaturpro-
fil und Versuchsansätzen auf einem Gerät der Firma Stratagene (2) durchgeführt: 
 
 
Versuchsansatz (1x):  
SYBR green Super Mix/ Rox (3): 12,6 µl 
Sense Primer:    0,3   µl 
Antisense-Primer   0,3   µl 
Aqua dest.:    10,8 µl 
DNA     1,0   µl 
Gesamtvolumen    25    µl 
Temperaturprofil: 
95 °C - 3 min 
95 °C - 30 Sekunden  
57 °C - 30 Sekunden   
 40x Zyklen 
72 °C - 30 Sekunden  
72 °C - 3 min 
 




In der DNA-Gelelektrophorese wurden die Syntheseprodukte der PCR, darunter mögli-
che Transgen-Kopien, der Größe nach aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (4) sichtbar 
gemacht. Im Anschluss der PCR wurde die amplifizierte DNA mit 6x Probenpuffer (5) 
versetzt und zur Analyse im 1,5 %igen Agarose-Gel (6) in 1x TAE-Puffer (7) mit einer 
Ethidiumbromidkonzentration von 60 ng/ml elektrophoretisch aufgetrennt. Zusätzlich 
wurde ein Größenstandard (8) mitaufgetragen. Anhand des Standards war es möglich 
die Größe der Syntheseprodukte abzuschätzen. Die erwartete Basenlänge der Synthe-
seprodukte beträgt für das Transgen 223 bp und für die interne Positivkontrolle 113 bp. 
Die Detektion der Banden erfolgte unter UV-Licht (9). Das Produkt der Positivkontrolle 
musste in jeder Probe nachweisbar sein. Zusätzlich wurde in jedem Lauf eine Negativ-
kontrolle mit Aqua dest. anstatt DNA mitgeführt. 
 
Geräte/Materialien: 
(1) MXpro, Fa. Corbett Research, Australien 
(2) Multiplex quantitative PCR-System MX 3000P, #401512, Fa. Stratagene, Wald-
bronn 
(3) Platinum SYBR Green qPCR Super Mix, #11733-038, Fa. Invitrogen, Carlsbad, 
USA  
(4) Ethidiumbromid 1 %, # 2218, Fa. Roth, Karlsruhe 
(5) 6x Probenpuffer, # R0611, Fa. Thermo Scientific 
(6) Agarose NEEO, #2267.1, Fa. Merck, Darmstadt 
(7) UltraPure™ DNA Typing Grade® 50X TAE Buffer, Fa. Gibco, Zug, Schweiz 
(8) Gene Ruler DNA Ladder Mix, # SM0334, Fa. Thermo Scientific 
(9) Infinity2-2, Fa Lumenera Corporation, Ottowa, Canada 
 
 Microarray 2.4.6
Mit Hilfe von Microarray-Analysen lassen sich Aussagen über die differentielle Genex-
pression einer großen Anzahl von Genen treffen. Mit dem verwendeten Microarray-
Chip der Firma Agilent (5) kann das gesamte Maus-Genom untersucht werden. Auf 
einem Chip können bis zu 4 verschiedene Proben mit je 44 000 Spots analysiert wer-
den. In jedem Spot befindet sich eine Sequenz aus 60 Nukleotiden, die in einem spezi-
ellen Verfahren auf einen Glasträger gedruckt werden. Generell benötigt eine Genex-
pressions-Analyse mit einem Microarray-Chip mehrere Schritte:  
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1. Gewinnung von RNA aus Probenmaterial. 
2. (indirektes) Markieren bzw. Labeln der cRNA mit Fluoreszenz-Nukleotiden. 
3. Fragmentieren der cRNA. 
4. Hybridisieren der cRNA auf den Microarray-Chip. 
5. Auslesen und Auswertung des Microarray-Chips. 
 
Die Microarray Experimente wurden mittels einer Zwei-Farben-Hybridisation durchge-
führt. Um Färbungs-spezifische Effekte zu kompensieren wurde die Färbung gegensei-
tig getauscht. Die Gewinnung der RNA der 4 Mäuse-Gruppen (Lm, Tg, Lm-Tx, Tg-Tx) 
wurde mit der TRIzol-Reagent-RNA-Aufbereitungsmethode (1) durchgeführt. Die Quali-
tät und Quantität der gewonnenen RNA wurde mit Hilfe von einem Agilent 2100 Bio-
analyzer (2) und einem Spectrophotometer (3) kontrolliert. Das RNA-Labeling wurde 
mit dem Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (4) durchgeführt. Während 
dieses Vorgangs wurden mittels der T7 RNA-Polymerase, in die neu synthetisierte 
cRNA, spezielle mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Cyanin) markierte Nukleotide einge-
baut. Nach der Präzipitation, Aufreinigung und Quantifizierung wurden 1,25 µg der ge-
labelten cRNA fragmentiert. Dies diente der Optimierung der Hybridisierungskinetik, da 
kürzere Fragmente (zwischen 50 bis 200 Basen lang) besser an den Microarray-Chip 
binden können. Nun konnte die fragmentierte cRNA nach Herstellerangaben 17 Stun-
den lang bei 65 °C auf das 44k Mäuse-Genom-Microarray (5) hybridisiert werden. Das 
Scannen der Microarray-Chips erfolgte mit einer Auflösung von 5 µm mittels eines 
DNA-Microarray-Laserscanners (6). Danach wurden die noch nicht verarbeiteten 
Microarray-Bilddaten mit einer Bild-Analyse-Software (7) untersucht. Die extrahierten 
MAGE-ML-Dateien wurden mit der Rosetta Resolver Biosoftware (8) analysiert. Die 
Verhältnis-Profile der einzelnen Hybridisationen wurden fehlergewichtet kombiniert um 
Verhältnis-Experimente durchzuführen. Ein Cut-off von einem 1,5x Fold Change zu-
sammen mit einer Antikorrelation der Verhältnis-Profile wurde auf die Experimente an-
gewandt. Dadurch wurde eine hohe Signifikanz (p < 0,01) erreicht. Die hier präsentier-
ten Daten wurden in der Datenbank des NCBI Gene Expression Omnibus (GEO; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) gespeichert und sind über die Accession-Nummer 
GSE40826 zu erreichen. 
 
Geräte/Materialien: 
(1) TRIzol® Reagent,# 15596026, Fa. Invitrogen 
(2) Agilent 2100 Bioanalyzer, Fa. Agilent Technologies 
(3) NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Fa. Kisker 
(4) Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit, Fa. Agilent Technologies 
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(5) Whole Mouse Genome Microarray Kit 4x44K, # G4122F, Fa. Agilent Technologies 
(6) GSI Lumonics Scanarray 3000, Fa. Agilent Technologies 
(7) Image Analysis/Feature Extraction software G2567AA,Version A.9.5.1,Fa. Agilent 
(8) Rosetta Resolver Biosoftware, Version 6.1, Fa. Rosetta Biosoftware 
 
 Hydroxyprolin-Assay 2.4.7
Hydroxyprolin (Hyp) entsteht durch Hydroxylierung der im Kollagen vorkommenden 
Aminosäure Prolin. Mittels Säurehydrolyse kann man den Hyp-Gehalt von organischen 
Gewebeproben bestimmen und so rechnerisch auf den Gesamtkollagengehalt schlie-
ßen. Das ursprüngliche Verfahren nach Woessner [197] wurde, um Proben mit niedri-
gem Hyp-Gehalt ausreichend zu erfassen nach Stegemann und Stalder [198] modifi-
ziert. Die Proben wurden in Anwesenheit von hochkonzentrierter Säure bei 110 °C hyd-
rolysiert. So wurden vorhandene Proteine in Ihre Aminosäuren zerlegt. Nachfolgend 
wurde eine für die Aminosäure Hyp spezifische Färbereaktion angewandt. Die Oxidati-
on des Hyps durch Chloramin-T sowie die Bildung eines Chromophors mit Hilfe von 
Ehrlich-Reagenz (4-Dimethylaminobenzaldehyd), ist die Grundlage der photometri-
schen Messung des Hyp-Gehalts. Mit einer kolometrischen Messung durch ein Photo-
meter (Extinktion bei 565 nm) konnte anschließend der Gehalt an Kollagen errechnet 
werden. Jeweils 50 mg Mäuseleber wurden in 1 ml 6N HCL (1) (Volumen der Einwaa-
ge angepasst) gelöst und mechanisch homogenisiert (2). Nach 16 h Inkubation bei 110 
°C im Trockenschrank (3) wurde 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert (4) und anschlie-
ßend das Homogenisat mit einem Spritzen-Filter gefiltert (5). Aus dem Überstand wur-
den 2x 15 µl (zweifache Messung pro Maus) in ein 1,5 ml Eppendorf-Cup pipettiert, 
dabei entspricht 15 µl gleich 0,75 mg Lebergewebe. Es erfolgte die Zugabe von 15 µl 
Ethanol (6), anschließend wurden die Proben 15 min lang unter Stickstoff bei 55 °C 
eingeengt. Für die kolometrische Messung war es notwendig mehrere Standards mit 
einer genau definierten Menge (640 ng/ 50 µl, 320 ng/ 50 µl, 160 ng/ 50 µl, 80 ng / 50 
µl, 40 ng/ 50 µl) an Hyp herzustellen. Dazu wurde 50 % Isopropanol (7) mit einer 
Stammlösung aus in 50 % Isopropanol gelöstem Hyp (8) (100 µg Hyp/ ml) so ver-
mengt, dass oben genannte Konzentrationen entstanden. Eine zusätzliche Leerprobe 
diente als Negativkontrolle. Proben, Leerprobe sowie Standards wurden gleich behan-
delt. Nach dem Einengen unter Stickstoff wurde das Kristallat in 50 µl 50 % Isopropa-
nol gelöst und mit dem Vortexer (9) gemischt. Für den folgenden Schritt wurden meh-
rere Lösungen benötigt: Puffer A, Puffer B und 0,6 % Chloramin-T Lösung sowie Ehr-
lich-Reagenz-Lösung. Durch Zugabe von jeweils 100 µl 0,6 % Chloramin-T Lösung in 
50 µl Hyp-Standard und 50 µl Proben wurde die spezifische Färbung von Hyp in Gang 
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gesetzt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 100 µl frisch zubereitete 
Ehrlich-Reagenz-Lösung zum Ansatz hinzugefügt. Danach wurde erneut mit dem Vor-
texer gemischt und bei 50 °C 45 min inkubiert. In diesem letzten Schritt läuft, abhängig 
vom Hyp-Gehalt die Farbreaktion ab. Nun konnte im Elisa-Reader (10) die Absorption 
bei 570 nm Wellenlänge gegen die Leerprobe gemessen werden. Jede Probe wurde 
zweimal gemessen, es wurde Mittelwert der Adsorptionen verwendet. Die Berechnung 





Puffer A: 3,4 g NaOH (11)+ 3,4 g Zitronensäure-Monohydrat 
(12) + 12 g Natriumacetat-Trihydrat (13) auf 100 
ml Aqua dest. aufgefüllt  
Puffer B: 60 ml Isopropanol + 33 ml Aqua dest. + 39 ml 
Puffer A  
0,6 % Chloramin-T Lösung:  300 mg Chloramin T (14) + 50 ml Puffer B 
Ehrlich-Reagenz-Lösung: 3 g Ehrlich-Reagenz (15) + 26 ml Isopropanol + 8 
ml 50 % Perchlorsäure (16). 
 
Geräte/ Materialien: 
(1) HCl, #84422-12, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(2) Homogenizer Ultra Turrax T8, Ika Werke, Staufen 
(3) Trockenschrank T12, Fa. Heraeus, Hanau 
(4) Zentrifuge Mikro 200R, Fa. Hettich, Tuttlingen  
(5) Minisart SRP 4, #17820, Fa. Sartorius 
(6) Ethanol, Apotheke der Justus Liebig Universität Gießen 
(7) Isopropanol, Apotheke der Justus Liebig Universität Gießen 
(8)  L-4-Hydroxyprolin, # H5,440-9, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
(9) Vortex Mixer 7-2020, Fa. neoLab, Heidelberg  
(10) Microplate ELISA-Reader Fusion, Fa. HP  
(11) NaOH, #1.06498.1000, Fa. Merck, Darmstadt 
A / K × F = CHyp 
CHyp = µg Hyp/ g Leber 
A = Adsorption der jeweiligen Probe 
K = Regressionskoeffizient der Standardkurve 
F = Verdünnungsfaktor (hier 1,33) 
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(12) Zitronensäure-Monohydrat, # 1002440500, Fa. Merck, Darmstadt 
(13) Natriumacetat-Trihydrat, # 1062655000, Fa. Merck, Darmstadt 
(14) Chloramin T-Trihydrat, #1.024260250, Fa. Merck, Darmstadt 
(15) Ehrlich Reagenz, #803057, Fa. Merck, Darmstadt 
(16) Perchlorsäure, #30775, Fa. Sigma Aldrich, Steinheim 
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße Safe Seal, Fa. Sarstedt, Nümbrecht 
 
2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Die statistische Auswertung und deren graphische Darstellung erfolgte mit dem Pro-
gramm SPSS Version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Stichprobenanzahl in den 
einzelnen Messungen sowie in den histologischen Analysen betrug n = 5-15. Mittels 
des Mann-Whitney-U-Tests für unabhängige Stichproben wurde auf Signifikanz der 
einzelnen Subgruppen getestet. Ein p < 0,05 wurde dabei als signifikanter Unterschied 
definiert. P-Werte < 0,01 galten als hoch-signifikant unterschiedlich. Die graphische 
Darstellung der Signifikanzen erfolgte für p < 0,05 mit *, bzw. für p < 0,01 mit **. Die 
Ergebnisse sind als weiße Balkendiagramme des Mittelwerts für Lm bzw. Lm-Tx und 
als graue Balken für Tg bzw. Tg-Tx dargestellt. Zusätzlich sind die Balken der Tx-
gruppe schwarz schraffiert. Der Fehlerbalken entspricht dem einfachen Standardfehler 
(+/- 1 SE). Die Ergebnisse der q-PCR Microarray-Analyse wurden als Fold Change 
dargestellt. Der Fold Change (= x-fache Änderung) trifft eine quantitative Aussage über 
die Genexpressionen. Er wird positiv wenn die Transkription eines Gens in einer Grup-
pe (z.B. der Experimentalgruppe) höher liegt als in einer anderen (z.B. der Kontroll-
gruppe). Dies gilt analog für einen negativen Fold Change, die Transkription des betref-
fenden Gens ist demnach niedriger als in der Vergleichsgruppe. 




3.1 Knochenmarktransplantation in HBV-transgenen Mäusen 
 Hepatische Schädigung 3.1.1
 
Um einen allgemeinen Leberschaden zu quantifizieren wurde die Aktivität der Alanin-
Aminotransferase (ALT bzw. ALAT, GPT) im Serum der Mäuse gemessen (siehe Abb. 
13). Die Höhe der ALT ist der sensitivste Serummarker einer hepatozellulären Schädi-
gung [199]. Es zeigten sich in den transgenen (Tg) bzw. transgen-transplantierten (Tg-
Tx) Mäusen, durchgängig signifikant erhöhte Werte gegenüber den littermate (Lm) 
bzw. littermate-transplantierten (Lm-Tx) Mäusen. Die Tg- und Tg-Tx-Tiere entwickelten 
somit einen deutlichen Leberzellschaden. Im Alter von 26 Wochen bestand dieser Zu-
sammenhang auch für die Gegenüberstellung von Tg und Tg-Tx: Tg-Tx wiesen einen 
hoch signifikant gestiegenen ALT-Wert gegenüber Tg (und Lm) auf. Mit höherem Alter 
Abb. 13. Erfassung des Leberschadens mittels Serum-Alt. 26 Wochen alte Tg-Tx Mäuse 
wiesen die höchste Aktivität der ALT im Serum und somit den signifikant höchsten he-
patozellulären Schaden auf. Tg und Tg-Tx zeigten zu jeder Zeit eine signifikant höhere Akti-
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(52 Wochen) bzw. mit längerer Zeit nach der Transplantation nivellierte sich dieser 
Unterschied. Überraschenderweise konnten wir demnach feststellen, dass die Kno-
chenmarktransplantation (KMT) in Tg zu einer Aggravation der hepatischen Schädi-
gung führt. Dem entgegengesetzt leiden Tg-Tx-Mäuse im Alter von 52 Wochen unter 
einem weniger starken Untergang von Hepatozyten. Um einen Einblick in die allgemei-
ne Histologie der Leber zu erlangen, führten wir als nächstes eine H&E-Färbung durch.  
 
 Histologische Analyse 3.1.2
 
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H&E-Färbung) ist die wichtigste und am häufigsten 
verwendete Färbemethode für die Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen in 
morphologischen Untersuchungen [188]. Lm zeigten eine physiologische Gewe-
bestruktur und normale Zellgröße, bei vereinzeltem Auftreten von Lymphozyten (siehe 
Abb. 14). In Tg fielen eine entzündliche, portal vermehrte Leukozyteninfiltration (►) 
sowie eine leichte hepatozelluläre Schädigung auf. Die Leukozyten lagen solitär, je-
Lm Tg 
Abb. 14. Histologische Untersuchung der Lm- und Tg-Mäuse. Lm (links) zeigten kaum 
lymphozytäre Infiltration, bei ansonsten physiologischer Gewebestruktur. In den Tg-
Mäusen (rechts) fielen eine portal vermehrte Leukozyteninfiltration (►) sowie eine Schä-
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doch auch in Gruppen angeordnet vor. Das Ausmaß der entzündlichen Aktivität war bei 
jüngeren Tg (26 Wochen) höher als bei älteren Tg. Bei 52 Wochen alten Tg fand sich 
eine schwerwiegendere Störung des histologischen Aufbaus als bei 26 Wochen alten 
Tg. Die Hepatozyten der Tg-Gruppe waren auffällig größer als die der Kontrollgruppe 
und zeigten interessanterweise Merkmale des sog. Large liver cell change (LLCC) 
[200]. Dazu gehören neben der Vergrößerung der Zelle, ein nukleärer Pleomorphismus 
mit Hyperchromasie sowie mehrere Kerne. In der pathologischen Untersuchung erga-
ben sich nach Desmet et al. [201] für Tg im Alter von 26 Wochen ein Grading (Ausmaß 
der entzündlichen Aktivität) von 1 und ein Staging (Architektur und Fasergehalt) von 0. 
Die Kontrollgruppe erzielte einen Wert von Grading und Staging 0. 
 
 
Lm zeigten, auch nach KMT, eine physiologische Histologie und normale Zellgröße bei 
vereinzeltem Auftreten von Leukozyten (siehe Abb. 15). In Tg-Tx fielen eine starke 
Zellschädigung mit konsekutiver Störung des histologischen Aufbaus der Leber sowie 
ein Einwandern von Entzündungszellen ins Gewebe auf. Die Leukozyten lagen, wie 
zuvor bei den nicht transplantierten Tieren beobachtet, einzeln jedoch auch als An-
Lm-Tx Tg-Tx 
Abb. 15. Histologische Untersuchung der Lm-Tx und Tg-Tx Mäuse. Lm-Tx-Mäuse 
(links) zeigten auch nach KMT eine unauffällige Morphologie. In Tg-Tx (rechts) fand man 
einen verstärkten hepatozellulären Schaden mit  apoptotischen Hepatozyten bzw. Coun-
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sammlung portal betont vor. Histopathologisch betrachtet, 
kam es periportal zu dem größten Schaden. Die dort ver-
laufenden Strukturen (interlobulärer Gallengang, Arteria 
interlobularis, Vena interlobularis) wurden durch die lym-
phozytäre Infiltration und die veränderte Morphologie in 
ihrer Funktion beeinträchtigt. So konnte man portal eine 
intracanaliculäre sowie v.a. intrazelluläre Cholestase er-
kennen (siehe Abb. 16). Die Zellschädigung wurde unter 
anderem in dem Auftreten von sog. Councilman-
Körperchen (siehe Abb. 15 ►) sichtbar. Diese stellen 
eosinophile, apoptotische Hepatozyten dar, welche oft-
mals in viralen Hepatitiden zu finden sind. Das Ausmaß 
der Größenunterschiede zwischen den einzelnen Hepatozyten, nahm durch die KMT in 
Tg zu. So fanden sich in Tg-Tx einzelne stark „ballonierte“ Zellen. Entgegen den Er-
gebnissen der transgenen Gruppe, nahm das Ausmaß der Schädigung der Tg-Tx-
Gruppe mit dem Alter leicht ab. Für Tg-Tx-Mäuse im Alter von 26 Wochen ergaben 
sich nach Desmet et al. [201] ein Staging von 2 und ein Grading von 1. Demnach konn-
ten wir feststellen, dass durch die KMT in Tg keine Amelioration der hepatischen Fibro-
se bzw. Schädigung herbeigeführt werden konnte, sondern es im Gegenteil zu einer 
Exazerbation schädigender Prozesse kam. Bei einem histologischen sowie klinischen 
Vergleich mit anderen Krankheitsbildern, ließen sich Analogien zu der fibrosierenden 
cholestatischen Hepatitis (FCH) erkennen. Von den histopathologischen Veränderun-
gen die im Rahmen einer FCH auftreten können [112], fanden wir in der Tg-Tx-Gruppe 
gleich mehrere: ballonierte Hepatozyten, periportale Inflammation und periportale Fib-
rose sowie eine diskrete Cholestase. 
Abb. 16. Ausschnitt portale 
Zone aus 52 Wo Tg-Tx. 
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 Schädigung der Gallengänge in Tg-Tx-Mäusen 3.1.3
 
 
Um die zuvor festgestellte Cholestase zu verifizieren und quantifizieren wurde die Akti-
vität der alkalischen Phosphatase (AP) gemessen. Die AP wird in verschiedenen Or-
ganen wie dem Skelettsystem oder der Leber gebildet. Ein erhöhter Wert spricht z.B. 
für einen Hyperparathyreoidismus oder eine hepatobiliäre Schädigung. Giannini et. al 
[199] berichten, dass einem Anstieg der Aktivität der Leber-AP, eine Elevation der Gal-
lensäuren voraus gehe. Die Höhe der AP-Werte der Kontrollgruppe lag zu allen Zeit-
punkten unter dem Wert der Versuchsgruppe (siehe Abb. 17). Tg hatten gegenüber Lm 
signifikant höhere Werte. Durch die KMT kam es zu einem steilen Anstieg der AP in 
Tg. Die AP war in 26 Wochen alten Tg-Tx gegenüber Tg signifikant erhöht. Dieser Un-
terschied (Tg vs. Tg-Tx) war im Alter von 52 Wochen nicht mehr feststellbar. Wie 
schon bei der Messung der ALT festgestellt werden konnte, führte die KMT in Tg zu 
einer hepatischen Schädigung. Die signifikant erhöhten AP-Werte, besonders kurze 
Zeit nach der KMT (in 26 Wochen alten Tg-Tx-Mäuse, 14 Wochen nach der Transplan-
tation), betonten dabei die biliäre Komponente des pathologischen Prozesses. Die er-
höhten Werte der ALT und AP sowie die in der histologischen Analyse festgestellte 
portal betonte Schädigung und Inflammation unterstreichen eine durch die KMT ausge-
  
Abb. 17. Hoch signifikante Elevation der AP in Tg. Die KMT bewirkte in Tg Mäusen 
einen weiteren Anstieg der Cholestaseparameter im Vergleich zu Tg. In Tg-Tx ließen sich 
die höchsten AP-Werte und somit die schwerwiegendste Gallengangsschädigung finden. 
Lm- sowie Lm-Tx-Mäuse zeigten signifikant niedrigere Werte der AP. Vergleich der Mittel-
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löste hepatobiliäre Pathogenese. Eine mögliche AP-Erhöhung durch eine Pathologie 
des Skelettsystems war differenzialdiagnostisch unwahrscheinlich. 
 
 Expression von HBV-Oberflächenproteinen 3.1.4
Die Grundlage des verwendeten Tiermodelles beruht auf, in das Genom von phänoty-
pisch gesunden BALB/c-Mäusen, gentechnisch eingeschleusten subgenomischen Tei-
len der HBV-DNA (Genotyp D, Subtyp ayw), welche für die drei Oberflächenproteine 
(Hepatitis B surface protein, HBs) codiert. Das Transgen wird durch den leberspezifi-
schen Promotor Albumin kontrolliert (siehe 1.3). Um eine grundlegende Funktionskon-
trolle des Modelles durchzuführen, untersuchten wir alle verwendeten Mäusegruppen 
auf Expression von HBs bzw. auf fehlende Expression in den Kontrollgruppen (siehe 
Abb. 18, linke Bildseite). Die Hepatozyten der transgenen Tiere (Tg, Tg-Tx) exprimier-
ten HBs in großem Ausmaß (siehe Abb. 18, rechte Bildseite). Die Kontrollgruppen (Lm, 
Lm-Tx) zeigten zu keiner Zeit eine Expression der Proteine. Im Alter von 26 Wochen 
ließ sich in den Tg eine homogene Verteilung von HBsAg über alle abgebildeten He-
patozyten nachweisen. Die HBs-Proteine fanden sich in die Membran der Hepatozyten 
eingelagert. Mit höherem Alter, entwickelten sich mehrere Knoten auffallend anders 
aussehender Hepatozyten (►, siehe Abb. 18) in der Leber der transgenen Mäuse. 
Diese wurden durch Haufen bzw. Knoten von immunohistochemisch HBs-negativen 
Hepatozyten gebildet. Die Knoten verteilten sich regelmäßig über die Fläche der 
Schnitte und hatten keinen Bezug zu bestimmten Zonen (portal, zentralvenös etc.). 
Anzahl und Auftreten der HBs-freien Bereiche wurden durch die KMT positiv beein-
flusst. Bei 26 Wochen alten Tg-Tx fanden sich schon Knoten, wobei in Tg diese erst im 
Alter von 52 Wochen deutlich zu erkennen waren. Zudem wiesen 52 Wochen alte Tg-
Tx Mäuse eine höhere Anzahl an Knoten als die gleich alte Tg-Gruppe auf. Diese Re-
generat-Foci waren schon von den Erstbeschreibern des Modells beschrieben worden 
[175]. 
Nachfolgend war es nötig den Erfolg der in den Experimenten durchgeführten KMT zu 
kontrollieren. Dafür testeten wir die Leber aus transplantierten sowie nicht transplan-
tierten Tiere auf eine spezifische Färbung von GFP. Die KM-Spenderzellen stammten 
aus einer GFP-positiven Mauslinie. 
























































Abb. 18. Die unterschiedliche Expression von HBV-Oberflächenproteinen in 
der Leber von Tg-Mäusen (oben) und Tg-Tx (unten). Lm (links) zeigten keine, 
Tg (rechts) starke HBsAg-Expression an den Hepatozyten. In Tg bildeten sich un-
terschiedlich viele HBsAg-freie Knoten (►). Die Anzahl der Knoten nahm mit höhe-
rem Alter und durch die KMT in Tg zu. IHC-Nachweis HBsAg. 
 




Zwecks einer Erfolgs bzw. Positivkontrolle der Transplantation, stammten die KM-
Spenderzellen aus einem phänotypisch gesunden Mäusestamm, der das grün fluores-
zierende Protein (GFP) exprimiert. Die GFP-positiven, aufgereinigten KM-Zellen wur-
den, in die zuvor letal bestrahlte, Versuchs- und Kontrollgruppe injiziert. 
 
 
Nach KMT kam es zu unterschiedlich stark ausgeprägter Akkumulation GFP-positiver 
Zellen in der Leber der Lm- und Tg-Mäuse (siehe Abb. 19). Darunter fiel eine wesent-
lich stärkere Ansiedlung in Tg-Tx gegenüber Lm-Tx auf. Es ist bekannt, dass im Falle 
der Schädigung der Leber, vermehrt Stammzellen aus dem KM in das kranke Organ 
einwandern. Diese Beobachtung konnten wir mit unserem Modell bestätigen. Im Alter 
von 26 Wochen waren in Tg-Tx wesentlich mehr GFP-positive Zellen nachweisbar als 
in 52 Wochen alten Tieren. Bei den GFP-positiven Zellen handelte es sich um Leuko-
zyten. Diese fanden sich, bis auf einige Ansammlungen von Leukozyten (siehe #), dis-
Lm-Tx Tg-Tx 
Abb. 19. Expression von GFP-positiven Zellen in der Leber von Lm-Tx (links) und 
Tg-Tx-Mäusen (rechts). Stärkere Ansiedlung von GFP-positiven Zellen in Tg-Tx-
Mäusen. ►Insert links: Negativkontrolle 26 Wochen alte Tg-Mäuse (nicht transplan-
tiert). # Insert rechts: Ausschnitt aus Tg-Tx-Mäusen, deutliche Ansammlungen von 
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seminiert über die Anschnitte der Leber. Der Einschub ► zeigt die Abwesenheit von 
GFP in 26 Wochen alten, nicht-transplantierten Tg als Negativkontrolle.  
 Entwicklung von Fibrose  3.1.6
Zur Erfassung des hepatischen Kollagengehalts und besonders um Aussagen über die 
Lokalisation des Kollagens innerhalb der Leber zu erhalten, wurde eine Sirius-Rot-
Färbung angewandt (siehe Abb. 21). Mit dieser lassen sich Kollagen Typ I Fasern un-
ter polarisiertem Licht als gelbe/rote dicke doppelbrechende Fasern identifizieren. Bei 
Tg fiel eine deutlich vermehrte Färbung von Kollagen gegenüber Lm auf. Eine noch-
mals verstärkte Färbung, d.h. ein höherer Kollagengehalt ließ sich in 26 Wochen alten 
Tg-Tx gegenüber Tg sowie Lm-Tx feststellen. In einer stärkeren Vergrößerung wurde 
das Ausmaß der Kollagendeposition in der portalen Zone in Tg-Tx deutlich sichtbar . 
 
 
Abb. 20. Portal betonte Fibrose in 26 Wochen alten Tg-Tx-Mäusen (rechts). Die stärkste 
Deposition von Kollagen fand in der portalen Zone in Tg-Tx statt (Vergleich: Tg links). Durch die 
Anhäufung von extrazellulärer Matrix in diesem Bereich, kann es zur Beeinträchtigung der dort 
ablaufenden physiologischen Vorgänge, wie z.B. dem Gallentransport kommen. Ausschnitt 
portale Zone aus Abb. 21. Sirius-Rot-Färbung in zirkulär polarisiertem Licht betrachtet. 
Es kam in dieser Gruppe vermehrt zur Beeinträchtigung der hepatischen Architektur, 
mit möglicher konsekutiver Störung des Galletransports. Die Kollagenfasern befanden 
sich in Tg-Tx und in abgeschwächtem Maße in Tg, besonders periportal sowie gele-
gentlich septal. Es fand sich zudem im Alter von 52 Wochen eine diskrete Zunahme 
der Kollagenfasern in Tg. In Tg-Tx nahm die Kollagendeposition mit dem Alter leicht 
ab. Zusammenfassend kann man sagen, dass es in transgenen Mäusen zu einer ver-
mehrten Einlagerung von Kollagen Typ I kam. Die KMT führte in Tg darüber hinaus im 
Alter von 26 Wochen zu einer aggravierten, portal betonten hepatischen Fibrose. Diese 
Zuspitzung der Pathologie fügt sich, in das zuvor beschriebene schädigende Bild der 
KMT in Tg ein. 
Tg 26 Wochen Tg-Tx 26 Wochen 
100 µm 




Abb. 21. Verstärkte Kollagenablagerung in Tg (oben) und Tg-Tx (unten). Durch das Ein-
bringen des Transgens in die Mäuse, kam es zur vermehrten Deposition von Kollagen in Tg 
(rechts) gegenüber Lm (links). Die KMT bewirkte zusätzlich eine nochmals verstärkte Depositi-
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Um das Ausmaß der Fibrose in den Mäusen weiter zu erfassen, wandten wir die bio-
chemische Quantifizierung von Hydroxyprolin im Lebergewebe an. Die in dieser Me-
thode nachgewiesene Aminosäure Hydroxyprolin kommt fast ausschließlich in Kol-
lagen vor [197]. Der Hydroxyprolingehalt der Leber von Tg bzw. Tg-Tx, war gegenüber 
der Kontrollgruppe, Lm bzw. Lm-Tx signifikant erhöht (siehe Abb. 22). Zwar nahm der 
Gehalt an Hydroxyprolin allgemein im Alter zu, die Unterschiede zwischen Lm und Tg 
bzw. Lm-Tx und Tg-Tx blieben aber signifikant. Die in der Sirius-Rot-Färbung festge-
stellten, prägnanten Unterschiede im Kollagengehalt, konnten in der Hyp-Messung 
nicht bestätigt werden. Ein signifikanter Anstieg des Hydroxyprolingehalts durch die 





Abb. 22. Signifikant erhöhter hepatischer Hydroxyprolingehalt in Tg und Tg-Tx- 
Mäusen (gegenüber Lm und Lm-Tx) in allen Altersgruppen. Jedoch kein signifi-
kanter Unterschied zwischen Tg und Tg-Tx. Vergleich der Mittelwerte. Stichproben-
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Abb. 23. Tg (rechts) und Tg-Tx (rechts unten) zeigten eine Aktivierung bzw. Prolifera-
tion von hepatischen Sternzellen (HSC). Lm (links) zeigten nur eine geringe Anzahl von 
HSCs. Die KMT hatte in der Kontrollgruppe keine Auswirkung auf die Anzahl von HSCs. 
IHC-Nachweis Desmin. 
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Desmin ist ein Intermediärfilament und kommt physiologisch z.B. in Skelett- und glatten 
Muskelzellen vor. Außerdem macht man sich die Eigenschaft zu nütze, dass es auch 
auf den Hepatischen Sternzellen (HSC) exprimiert wird [16, 17]. Diese werden bei Le-
berschädigung aktiviert und wandeln sich zu einem Myofibroblasten-ähnlichen Zelltyp 
um und produzieren Extrazelluläre Matrix (ECM), darunter Kollagen Typ I [202]. 
In allen Maus-Gruppen konnten wir das physiologische Vorhandensein von Desmin-
positiven Zellen erkennen (siehe Abb. 23). Es kam jedoch zu einer gut sichtbaren Zu-
nahme von HSCs in Tg gegenüber der Kontrollgruppe (Lm). Die HSCs fanden sich 
dabei nicht nur portal, sondern zogen von der portalen Zone ausgehend weiter ins Pa-
renchym. Zusammengenommen sprach dies für eine vermehrte Aktivierung von HSCs 
und somit für eine vermehrte Produktion von ECM in HBV-transgenen Tieren. Am 
stärksten ließ sich dieser Effekt bei 26 Wochen alten Tg-Tx beobachten. Bei Ihnen fan-
den wir eine noch stärkere Expression von Desmin, als in nicht-transplantierten Tg. 
Diese Beobachtung reiht sich mit den oben gemachten Erkenntnissen des schädigen-
den Effekts der KMT in Tg ein. Im Alter von 52 Wochen, nahm die Aktivierung der 
HSCs in Tg-Tx leicht ab.  
 
 Expression von selektierten Genen  3.1.8
Um die in Serumparametern sowie histologischen Untersuchungen festgestellte aggra-
vierte hepatische Schädigung bzw. Fibrose in Tg bzw. Tg-Tx genauer zu beurteilen, 
untersuchten wir die hepatische mRNA-Expression von einigen fibrose-assoziierten-  
und weiteren Genen. 
 
 
Abb. 24. Hochregulation von fibrose-assoziierten- sowie anderen selektierten Genen in 
26 Wochen alten Tg (A) und Tg-Tx (B). Hepatische mRNA-Expression in 26 Wochen (A) Tg 
versus Lm und (B) Tg-Tx versus Lm-Tx.  
B Tg-Tx 26 Wochen A Tg 26 Wochen 
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Ein verstärkter hepatozellulärer Schaden in Tg-Tx- gegenüber Tg-Mäusen konnte mit 
Hilfe der q-PCR bestätigt werden. Die Prüfung ergab eine Hochregulation verschiede-
ner Fibrose-assoziierter Gene in Tg-Tx wie z.B. Col1a1, MMP-7, TIMP-1 und TGF-ß. 
Einige Gene waren bei der Pathogenese durch die KMT in Tg allerdings in nur sehr 
geringem Maße exprimiert (siehe Abb. 24 B: z.B. CTGF, MMP-13, TNF-α). Auch das 
Auftreten der Fibrose in Tg (verglichen mit Lm) konnte verifiziert werden (siehe Abb. 24 
A: z.B. TIMP-1, Col1a1, CTGF). Beim Vergleich der Tg- mit Lm-Mäusen, kam es ins-
gesamt zu weniger dramatischen Veränderungen in der Expression dieser Gene als in 
Tg-Tx versus Tg. Die KMT verursachte in Tg einen auffallend starken Wechsel zu der 
gesteigerten Expression profibrotischer Gene. 
 
 
Abb. 25. Hochregulation von Fibrose-assoziierten- sowie anderen selektierten Genen in 
52 Wochen alten Tg (A) und Tg-Tx (B). Hepatische mRNA-Expression in 52 Wochen (A) Tg 
versus Lm und 52 Wochen (B) Tg-Tx versus Lm-Tx.  
In den Ergebnissen der q-PCR von 52 Wochen alten Tg und Tg-Tx war, wie bei den 26 
Wochen alten Mäusen, eine aggravierte hepatische Schädigung erkennbar (siehe Abb. 
25). Alle zuvor selektierten und untersuchten Gene (AFP, CTGF, Col1a1, spp1, IFNγ, 
MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TNF-α) waren in 52 Wochen alten Tg und 
Tg-Tx ebenfalls hochreguliert. Daraus ergab sich eine, auch mit 52 Wochen vorhande-
ne, Hochregulation der Expression von fibrose-assoziierten Genen in Tg gegenüber 
Lm bzw. in Tg-Tx gegenüber Lm-Tx. Durch das Einbringen des HBV-Transgens kam 
es zu einer Steigerung der Expression von z.T. Fibrose-assoziierten Genen in den 
Mäusen. Die KMT bewirkte eine weiter darüber hinaus gehende Hochregulation pro-
fibrotischer Gene. 
A Tg 52 Wochen B Tg-Tx 52 Wochen  
 ERGEBNISSE  
63 
 
 Gen-Expressions-Muster in Bezug auf Abcb4-/--Knockoutmäuse  3.1.9
Um das Muster der hepatischen Schädigung näher zu untersuchen, wurde die aus der 
Leber der Mäuse isolierte mRNA einer Microarray-Analyse unterzogen. Wir verglichen 
dabei wie zuvor vier Gruppen: Lm- und Tg- sowie Lm-Tx- und Tg-Tx-Mäuse. Allerdings 
beschränkten wir uns auf das Alter von 26 Wochen (bzw. 8 Wochen bei Abcb4-/-- 
Knockoutmäusen). Zudem verglichen wir Genexpressionsmuster mit einem anderen 
Tiermodell hepatischer Schädigung, den Abcb4-/--Knockoutmäusen (Abcb4-/-). Diese 
haben, wie die HBV-transgenen Mäuse, einen BALB/c genetischen Hintergrund. 
Abcb4-/--Mäuse entwickeln eine chronisch hepatische Erkrankung ähnlich der progres-
siv familiären intrahepatischen Cholestase (PFIC Typ 3) oder der Progressiv sklerosie-
renden Cholangitis [203]. Als Kontrollgruppe dienten Wildtyp-Mäuse auf BALB/c Hin-
tergrund (Wt). In der Analyse der Microarray-Daten konzentrierten wir uns auf die am 
höchsten regulierten Gene (positiver wie negativer Fold Change) der Tg-Tx-HBV-




Abb. 26. Aufbau des Vergleichs der Microarray-Daten. Vergleich der Genexpressionsmuster 
von HBV-Tg-Tx- und Abcb4
-/-
-Mäusen führte zu 48 gemeinsam hochregulierten Genen, sowie 
21 gemeinsam herunterregulierten Genen. 
Wir beschränkten uns auf Gene der Tg-Tx-Gruppe, deren Expression einen mindes-
tens 3x negativen oder 3x positiven Fold Change zu Ihrer Kontrolle (Lm-Tx) zeigten. 
Dies diente dazu, den Fokus auf die auffallend stark regulierten Gene zu lenken. Zu-
dem wurde auf eine hohe Signalintensität (Int) der Fluoreszenzfarbstoffe auf dem 
Microarray-Chip (> 100) und einen p-Wert < 0,05 geachtet. Die Beachtung einer Sig-
nalintensität Int2 > 100 ist von großer Bedeutung, da kleinere Werte zu einem verzerr-
ten Fold Change bzw. zu einem falschen Bemessen des Effektes der KMT führen kön-
nen. Ein Anstieg der Signalintensität eines Gens von Int1 = 10 in Lm-Tx (Kontrollgrup-
pe) auf Int2 = 100 in Tg-Tx (Versuchsgruppe), entspricht einer Verzehnfachung der 
Signalintensität durch das Einbringen des Transgens. Die Genexpression ist jedoch 
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100), dass diesem Effekt keine große Bedeutung beigemessen werden kann. Bei einer 
Verzehnfachung der Signalintensität bzw. Genexpression von beispielsweise Int1 = 
1000 auf Int2 = 10 000 hingegen ergibt sich eine bedeutendere Relation bzw. eine tat-
sächlich starke Genexpression in der Versuchsgruppe (Int2). Für Abcb4
-/- wurde der 
Grenzwert des Fold Changes für die Aufnahme in den Vergleich auf mindestens 1,5x 
gelegt, d.h. alle Geneexpressionswechsel durch den Knockout des Gens Abcb4 kleiner 
gleich 1,5x wurden nicht in die Tabelle inkludiert. 
 









NM_009263 Spp1 Secreted phosphoprotein 1 13.30 10.00 
NM_178373 Cidec Cell death-inducing DFFA-like 
effector c 
12.72 4.00 
NM_016867 Gipc2 GIPC PDZ domain containing 
family, member 2 
12.43 9.42 
NM_173047 Cbr3 Carbonyl reductase 3 11.56 2.55 
NM_012033 Tinag Tubulointerstitial nephritis anti-
gen 
11.00 10.57 
NM_019631 Tmem45a Transmembrane protein 45a 10.45 6.94 
NM_010742 Ly6d Lymphocyte antigen 6 complex, 
locus D 
10.24 6.07 
NM_010810 Mmp7 Matrix metallopeptidase 7 9.39 6.16 
NM_021491 Smpd3 Sphingomyelin phosphodiestera-
se 3, neutral 
8.63 4.27 
NM_023137 Ubd Ubiquitin D 7.98 6.35 
NM_138304 Calml4 Ceroid-lipofuscinosis, neuronal 6 7.94 2,93 
NM_012055 Asns Asparagine synthetase 7.91 3.42 
NM_009160 Sftpd Surfactant associated protein D 7.51 7.86 
NM_010212 Fhl2 Four and a half LIM domains 2 7.15 7.57 
NM_026713 Mogat1 Monoacylglycerol O-
acyltransferase 1 
6.90 3.44 
XM_355365 Wfdc3 WAP four-disulfide core domain 
3 
6.65 5.62 
NM_146010 Tspan8 Tetraspanin8 6.36 7.18 
NM_031254 Trem2 Triggering receptor expressed on 
myeloid cells 2 
6.24 3.98 
NM_010217 Ctgf Connective tissue growth factor 6.16 3.50 
NM_013749 Tnfrsf12a Tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 12a 
5.33 3.00 
NM_009841 Cd14 CD14 antigen 5.31 4.11 
NM_009264 Sprr1a Small proline-rich protein 1A 5.27 2.93 
NM_010591 Jun Jun oncogene 5.22 4.03 
NM_007585 Anxa2 Annexin A2 5.21 3.47 
NM_007702 Cidea Cell death-inducing DNA frag- 5.19 4.60 




Tabelle 5. Gemeinsam hochregulierte Gene in Tg-Tx und Abcb4
-/-
. Es zeigte sich eine große 
Übereinstimmung des Expressionsmuster der Gene (gleichsinniger Fold Change in beiden 
Gruppen). Die KMT bewirkte in Tg-Mäusen einen ähnlichen Effekt wie der Knockout des Abcb4-
Gens. Nach Fold Change in Tg-Tx absteigend sortiert. 
Auffällig war das sehr ähnliche Expressionsmuster der hochregulierten Gene in beiden 
Modellen. Es kam zur Überschneidung der meisten hochregulierten Gene in den zwei 
Gruppen. Beispielhaft kann das z.B. am Spp1-Gen, welches für Osteopontin kodiert, 
dargestellt werden: 
 Fold Change Intensität Kontrollgruppe Intensität Versuchsgruppe 
Spp1 in Tg-Tx 13,31 14742 197411 
Spp1 in Abcb4
-/-
 10,02 14812 149784 
 
mentation factor, alpha subunit-
like effector A 
NM_007742 Col1a1 Procollagen, type I, alpha 1 4.93 4.50 
NM_008509 Lpl Mus musculus lipoprotein lipase 4.92 3.84 
NM_008594 Mfge8 Milk fat globule-EGF factor 8 
protein 
4.76 5.01 
NM_008181 Gsta1 Glutathione S-transferase, alpha 
1 (Ya) 
4.74 3.18 
NM_011414 Slpi Secretory leukocyte peptidase 
inhibitor 
4.72 1.72 
NM_028089 Cyp2c55 Cytochrome P450, family 2, sub-
family c, polypeptide 55 
4.68 3.03 
NM_133903 Spon2 Spondin 2, extracellular matrix 
protein 
4.66 4.61 
NM_031397 Bicc1 Bicaudal C homolog 1 4.55 5.14 
NM_011448 Sox9 SRY-box containing gene 9 4.53 3.46 
NM_027211 Anxa13 Annexin A13 4.50 3.33 
NM_009014 Rad51l1 RAD51-like 1 4.48 2.27 
NM_031170 Krt2-8 Keratin complex 2, basic. gene 8 4.47 3.60 
NM_029688 Srxn1 Sulfiredoxin 1 homolog 4.45 2.32 
NM_008491 Lcn2 Lipocalin 2 4.40 3.18 
NM_007657 Npdc1 Neural proliferation, differentia-
tion and control gene 1 
4.22 5.08 
NM_007653 Cd63 Cd63 antigen 4.10 3.57 
NM_009864 Cdh1 Cadherin 1 4.07 5.05 
NM_008182 Gsta2 Glutathione S-transferase, alpha 
2 (Yc2) 
3.68 4.95 
NM_009466 Ugdh UDP-glucose dehydrogenase 3.67 2.43 
NM_009673 Anxa5 Annexin A5 3.49 3.25 
NM_007769 Dmbt1 Deleted in malignant brain tu-
mors 1 
3.43 2.05 
NM_010664 Krt1-18 Keratin complex 1, acidic, gene 
18 
3.34 2.96 
NM_021274 Cxcl10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 
10 
3.24 2.16 
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Gegenüber der Kontrollgruppe war Osteopontin in Tg-Tx sowie in Abcb4-/- mindestens 
zehnfach in seiner Expression nach oben reguliert. Es wird diskutiert, dass Osteopontin 
unter anderem ein proinflammatorisches Zytokin ist, welches zelluläre Adhäsion und 
Chemotaxis für Leukozyten vermittelt. Außerdem wurde spekuliert, dass Osteopontin 
an der Initiation einer Th1-Immunantwort in der Leber unter pathologischen Bedingun-
gen beteiligt sein könnte [204]. Osteopontin wurde auch schon von einer anderen Ar-
beitsgruppe [205] in Zusammenhang mit der Pathogenese der Sklerosierenden Cho-
langitis in Abcb4-/--Mäusen gebracht. Die KMT wirkte in HBV-transgenen Tieren auf die 
Osteopontin-Expression wie der Knockout des Abcb4-Gens auf die Wildtypmäuse.  
 









NM_013797 Slco1a1 Solute carrier organic anion trans-
porter family, member 1a1 
-58.37 -381.8 
NM_020565 Sult3a1 Sulfotransferase family 3A, member 
1 
-37.18 -388.9 
NM_008294 Hsd3b4 Hydroxysteroid dehydrogenase-4 -17.64 -19.12 
NM_008295 Hsd3b5 Hydroxysteroid dehydrogenase-5 -14.38 -10.03 
NM_010845 Mup3 Mus musculus major urinary protein 
3 
-8.75 -2.21 
NM_183257 Hamp2 Hepcidin antimicrobial peptide 2 -6.84 -6.17 
NM_183257 Mup1 Major urinary protein 1 -6.83 -3.73 
NM_008649 Mup5 Major urinary protein 5 -6.13 -1.89 
NM_010024 Dct Dopachrome tautomerase -5.50 -23.12 
NM_011267 Rgs16 Regulator of G-protein signaling 16 -5.44 -3.60 
NM_013584 Lifr Leukemia inhibitory factor receptor -5.34 -5.00 
NM_007825 Cyp7b1 Cytochrome P450, family 7, subfam-
ily b, polypeptide 
-5.26 -2.62 
NM_007813 Cyp2b13 Cytochrome P450, family 2, sub-
family b, polypeptide 13 
-5.13 -3.69 
NM_009286 Sult2a2 Sulfotransferase family 2A, member 
2 
-5.03 -3.69 
NM_177380 Cyp3a44 Cytochrome P450, family 3, sub-
family a, polypeptide 44 
-4.75 -87.70 
NM_013809 Cyp2g1 Cytochrome P450, family 2, sub- -4.59 -2.66 
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family g, polypeptide 1 
NM_008030 Fmo3 Flavin containing monooxygenase 3 -4.34 -5.89 
NM_134103 Il1rap Interleukin 1 receptor accessory 
protein 
-4.03 -1.65 
BC031383 Rnf170 Ring finger protein 170 -4.95 -1.58 
NM_153145 Abca8a ATP-binding cassette, sub-family A 
(ABC1), member 8a 
-3.90 -1.76 




Tabelle 6. Gemeinsam herunterregulierte Gene in Tg-Tx und Abcb4
-/-
. Die nach den Selek-
tionskriterien ausgesuchten Gene in Tg-Tx (Fold Change < -3 etc.), waren in Abcb4
-/-
 ebenfalls 
alle negativ reguliert. Nach Fold Change in Tg-Tx aufsteigend sortiert. 
Wie schon bei dem Vergleich der hochregulierten Gene demonstriert werden konnte, 
wurde auch bei den herunterregulierten Genen einer Überschneidung zwischen Tg-Tx 
und Abcb4-/- deutlich. Nach Selektion mit oben genannten Kriterien (Fold Change < - 3 
etc.) blieben 21 in Tg-Tx herunterregulierte Gene übrig. Diese waren im Abcb4-/--Modell 
ohne Ausnahme gleichsinnig (negativer Fold Change) reguliert. Die hohe Anzahl der 
Berührungspunkte der Regulation unterstützte die Hypothese der Entstehung einer 
FCH durch KMT im HBV-transgenen Mausmodell. 
 









NM_007423 Afp Alpha-1-Fetoprotein 19.2 -1.63 
NM_012055 Asns Asparagine Synthetase 7.91 -3.42 
NM_023223 Cdc20 cell division cycle 20 5.42 -1.45 
NM_009689 Birc5 baculoviral IAP repeat containing 5 4.27 -2.57 
 
Tabelle 7. Differenziell regulierte Gene in Tg-Tx und Abcb4
-/-
. Unter 74 selektierten Genen, 
waren lediglich 4 Gene in Tg-Tx und Abcb4
-/- 
nicht gleichsinnig reguliert. Nach Fold Change in 
Tg-Tx absteigend sortiert. 
Bei der Untersuchung aller, nach oben genannten Kriterien ausgesuchten Genen, glich 
sich das Muster der Hoch- bzw. Herunterregulation in beiden Modellen in 69 von 73 
Fällen. Dies ergab eine Übereinstimmung von 94 % in der Regulation selektierter Gene 
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beider Versuchsgruppen. Dadurch wurde deutlich, dass eine Übereinstimmung von 
Genen kein Einzelfall war. Es war somit von einer gleichsinnigen Regulation auszuge-
hen. Wir folgerten daraus, dass die KMT in den HBV-transgenen Tieren zu einem ähn-
lichen Pathomechanismus führte, welcher auch dem Knockout des Gens Abcb4-/- zu 
Grunde lag. Das entscheidende Merkmal im Abcb4-/--Modell ist die Entwicklung einer 
chronisch cholestatischen Lebererkrankung. Zusammengenommen mit Befunden wie 
erhöhten Markern hepatozellulärer bzw. hepatobiliärer Schädigung (ALT, AP), aggra-
vierter portaler Fibrose sowie portaler Leukozyteninfiltration schlossen wir auf ein fibro-
sierendes cholestatisches Krankheitsgeschehen, welches erst durch die KMT in HBV-
transgenen Mäusen ausgelöst wurde. 
 
 q-PCR und Microarray-Befunde  3.1.13
Interessante und wichtige Befunde der Microarray-Analyse der 26 Wochen alten Tg-
Tx-Mäuse unterzogen wir einer Kontrolle. Die festgestellten Unterschiede in der Regu-
lation der Gene der Tg-Tx versus Lm-Tx, wurden mittels q-PCR validiert. Die Ergebnis-
se (siehe Abb. 27) sind in Fold Change der hepatischen mRNA Expression von Tg-Tx 
gegenüber Lm-Tx dargestellt. 
 
 
Abb. 27. Übereinstimmen der Ergebnisse von q-PCR (links, A) und Microarray (rechts, B). 
Gleichsinnige Regulation ( positiver Fold Change) der Gene in q-PCR und Microarray. A: Hepa-
tische mRNA Expression in 26 Wochen alten Tg-Tx versus Lm-Tx. B: Ausgewählte Microarray 
Vergleichsdaten, Int = (Signal-)Intensität, Int1 = Lm-Tx, Int2 = Tg-Tx. 
Alle im Microarray als hochreguliert eingestuften, selektierten Gene zeigten diese Ei-
genschaft auch in der q-PCR. Fibrose-assoziierte Gene wie Col1a, CTGF, MMP-7 usw. 
wurden in Tg-Tx um ein Vielfaches stärker exprimiert als in Lm-Tx. MMP-9-
Hochregulation war im Microarray nicht nachzuweisen, in der q-PCR fand sich analog 
dazu ein Fold Change von nur 0,93. Ähnlich verhielt es sich mit TGF-ß, welches nicht 
 Fold 
Change Int1 Int2 Gen 
19,17846 481 9343 afp 
9,38968 320 3070 mmp7 
4,93291 1185 5840 col1a1 
13,30578 14742 197411 spp1 
5,30267 104 549 mmp13 
6,15678 3616 22309 ctgf 
1,89508 403 792 mmp2 
1,75328 52 92 tnf 
4,01299 25 100 timp1 
A B 
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im Microarray detektiert worden war (folglich nicht auffallend reguliert war) und in der q-
PCR ebenfalls einen Fold Change von nur 1,7 aufwies. TIMP-1 wurde, aufgrund von zu 
geringer Intensität der Signale des Microarray-Chips, nicht in die Bewertung mit einge-
nommen, verhielt sich jedoch in Microarray (ca. 4x Fold Change) und q-PCR (6,2x Fold 
Change) ebenfalls gleichsinnig.  
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3.2 KMT UND PORTAL BETONTE SENESZENZ  
Unter physiologischen Bedingungen besitzen Hepatozyten die Fähigkeit, sich bei Ver-
letzung des Parenchyms zu teilen. In einer chronisch verlaufenden Hepatitis, unter 
regenerativem Stress, jedoch kann dieser Mechanismus beeinträchtigt sein [37]. Wir 
suchten deshalb mit verschiedenen Markern nach einem eventuell verlangsamten oder 
angehaltenen Zellzyklus, der sogenannten zellulären Seneszenz. 
 
 Seneszenz-assoziierter beta-Galaktosidase-Assay 3.2.1
Der Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase (SABG)-Assay ist der am häufigsten 
verwendete Biomarker für die zelluläre Seneszenz. Man nimmt an, dass es speziell in 
Seneszenz-Zellen, zur Anreicherung dieses lysosomalen Enzyms kommt [192]. 
 
 
Abb. 28. Die Hepatozyten in Tg-Tx-Mäusen (rechts) demonstrierten eine starke 
Anreicherung von SABG (erkennbar an einem blauen zytosolischen Präzipitat), d.h. viele 
Zellen befinden sich Seneszenz. Lm-Tx (links) zeigten keine erhöhte Aktivität, die Hepatozy-
ten unterliefen einen normalen Zellzyklus. SABG-Assay auf Gefrierschnitt der Leber 26 Wochen 
alter Mäuse.  
In Lm-Tx zeigte sich keine erhöhte Aktivität der SABG (siehe Abb. 28). Wenige He-
patozyten ließen sich verstärkt markieren. Zudem waren diese deutlich in der Minder-
heit und ohne System über den Anschnitt der Leber verteilt. In Tg-Tx-Mäusen jedoch 
wurde ein Wechsel des Aktivitäts- und des Verteilungsmusters sichtbar. Große Teile 
der Leberschnitte enthielten SABG und wiesen somit auf einen Wandel der Hepatozy-
ten in Richtung verstärkter Seneszenz hin. 
 
Lm-Tx  Tg-Tx  
200 µm 




Abb. 29. Speziell die eine Portalvene (►) umgebenden Hepatozyten zeigten eine ausge-
prägte Anreicherung von SABG. Die Hepatozyten dieses Bereichs befanden sich in einem 
arretierten Zellzyklus. Um die Zentralvene (#) herum hingegen, waren die Hepatozyten nicht 
seneszent. SABG-Assay auf Gefrierschnitt der Leber 26 Wochen alter Mäuse. Ausschnitte aus 
Abb. 28, rechter Bildteil. 
Es bildeten sich spezielle Zonen in denen dieser Effekt verstärkt auftrat (siehe Abb. 
29). Rund um die periportale Zone etwa, ließen sich nun deutlich abgrenzbare Berei-
che vermehrter Aktivität von SABG bzw. erhöhter Seneszenz beobachten. Im Kontrast 
dazu, waren die Hepatozyten um die Zentralvene herum nicht in der Teilung gehemmt. 
Wir folgerten hieraus, dass KMT in Tg eine portale betonte Seneszenz der Hepatozy-






  ► # 
100 µm 
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 Die Expression der Seneszenz-Marker p21 und p27  3.2.2
 
Abb. 30. Auffallend starke Expression der Seneszenz-Marker p21 (oben) und p27 (unten) 
in Hepatozyten von Tg-Tx (rechts.). Deutlich mehr p21- und p27-positive Hepatozyten in Tg-
Tx (rechts) als in Lm-Tx (links). Die KMT bewirkte in Tg einen Eintritt der Hepatozyten in eine 
Seneszenz. IHC-Nachweis p21 und p27. 
Zur weiteren Validierung der Seneszenz untersuchten wir die Leber der Mäuse auf die 
beiden Zellzyklus-Inhibitoren p21CIP1 und p27Kip1. P21 inhibiert cyclin-abhängige Kina-
sen und führt so zu einem Zellzyklusarrest [206]. P27 sorgt ebenfalls dafür, dass Zellen 
in der G1-Phase des Zellzyklus verbleiben [207]. In Lm-Tx ließ sich nur sehr selten p21 
oder p27 nachweisen. In der Tg-Tx-Gruppe dagegen fand man vielfach p21- und p27-
positive Hepatozytenkerne. Die KMT in Tg kann als Auslöser einer Seneszenz zahlrei-
cher Hepatozyten verstanden werden. Bei Gewebeverlust können die Hepatozyten 
folglich nicht mehr mit Teilung reagieren. Wir vermuten daher, dass eine Seneszenz 
und vermutlich weitere Faktoren in unserem Modell eine duktuläre Reaktion auslösten. 















Abb. 31. Die Hepatozyten in Tg-Tx zeigten zahlreiche p21- und p27-positiv gefärbte Zell-
kerne ►. Die KTM führte in Tg-Mäusen zu einer teilweisen Inhibition des Zellzyklus. Ausschnit-
te des rechten Bildteils Abb. 30. IHC-Nachweis p21 und p27. 
  
Tg-Tx 26 Wochen Tg-Tx 26 Wochen 









► 100 µm 
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3.3 KMT UND DUKTULÄRE REAKTION 
Aufgrund der zuvor demonstrierten ausgeprägten Seneszenz portaler Hepatozyten der 
Tg-Tx-Gruppe, vermuteten wir eine Proliferation von hepatischen Progenitorzellen. 
Zudem besteht ein Teil der histopathologischen Veränderungen einer FCH in der Aus-
bildung einer duktulären Reaktion. Bei dieser kommt es zu einer Expansion der Popu-
lation von Progenitorzellen in der Leber. Die dort proliferierenden Zellen können ver-
schiedenen Ursprungs sein: Cholangiozyten, Progenitorzellen (z.B. Ovalzellen oder 
zirkulierende KM-Stammzellen) und sehr selten metaplastische Hepatozyten [208]. Bis 
zum heutigen Tage ist kein definitiver Marker für diese lebereigenen Stammzellen be-
kannt [41]. Um die Hypothese der Ausbildung einer duktulären Reaktion zu untermau-
ern, testeten wir deshalb eine Reihe von bekannten Markern für hepatische Progeni-
torzellen im Nagetier-Modell. 
 
 CK7 und CK19 3.3.1
 
Abb. 32. Die KMT führte in Tg-Mäusen zu einer duktulären Reaktion. Starke Zunahme 
CK19-positiver Hepatozyten (oben rechts) und CK7- (unten rechts) nach KMT. In Tg-Mäusen 
(links oben und unten) kam es zu keiner duktulären Reaktion. IHC-Nachweis von CK19 und 
CK7.  
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Gallengänge sowie Gallengangsepithelien, die die Hering-Kanäle auskleiden, sowie 
eine duktuläre Reaktion bildende Zellen exprimieren unter anderem die Zytokeratine 7 
(CK7) und 19 (CK19) [209]. Zudem wird CK7 auch in Hepatozyten gebildet wenn eine 
chronisch cholestatische hepatische Erkrankung voranschreitet. Es ist außerdem mög-
lich, dass CK7- und CK19-positive Zellen im Hering-Kanal hepatische Vorgängerzellen 
repräsentieren [209].  
In 26 Wochen alten Tg ließen sich mittels CK7 und CK19 die Gallengangsanschnitte in 
den portalen Zonen nachweisen (siehe  Abb. 32). Es zeigte sich eine physiologische, 
homogene Verteilung der Gänge. In Tg lagen weder eine Duktopenie noch eine Prolife-
ration von biliären Strukturen vor. In Tg-Tx kam es zur Änderung des Verteilungsmus-
ters. Die Anzahl der CK7 sowie CK19-positiven Hepatozyten nahm stark zu. Die spezi-
fisch gefärbten Zellen befanden sich nicht mehr nur auf die Portalzone beschränkt, 
sondern waren über weite Teile des Leberparenchyms verteilt. Die KMT bewirkte in Tg 
eine starke Gallengangsproliferation. Wie zuvor erwähnt, waren auch hepatische Pro-
genitorzellen im Bereich der Hering-Kanäle CK7- und CK19-positiv. Deswegen fahnde-
ten wir mit weiteren Antikörpern nach lebereigenen Vorläuferzellen. 
 
 Sox9 3.3.2
SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 (= Sox9) ist ein im Karyoplasma vorhandenes 
Protein, welchem viele verschiedene Funktionen nachgesagt werden. Seit längerem ist 
seine Rolle in der männlichen Sexualentwicklung bekannt. Außerdem gilt es als Marker 
für biliäre Stammzellen [210] sowie für die Entwicklung des pankreatikobiliären Sys-
tems [211]. Zudem wurde kürzlich entdeckt, dass Sox9 einen Regulator des proin-
flammatorischen Osteopontins darstellt [212]. In Hinblick auf die Eigenschaft als 
Stammzellmarker, wandten wir einen gegen Sox9 gerichteten Antikörper auf unsere 
Leberschnitte an (siehe Abb. 33). 
 
 




Abb. 33. Starke spezifische, periportale Akkumulation von hepatischen Progenitorzellen 
in Tg-Tx (rechts). Die KMT führte in Tg zur Entwicklung einer duktulären Reaktion. In der nicht-
transplantierten Gruppe (links) zeigten sich keine Sox9-positiven Zellen. IHC-Nachweis Sox9.  
In Tg zeigten sich höchstens vereinzelt positiv gefärbte Zellkerne. Im Rahmen der KMT 
in Tg allerdings, traten um die Portalfelder lokalisiert zahlreiche Sox9-positive Zellkerne 
in Erscheinung. Die Zellen waren partiell zu Gängen angeordnet, ferner fanden sie sich 
einzeln im Parenchym. Im Bereich um die Zentralvenen wurden nahezu keine Sox9-
positive Zellen detektiert. Demzufolge konnte man auch in dieser immunhistologischen 
Untersuchung eine Proliferation von portal lokalisierten hepatischen Progenitorzellen in 
Tg-Tx nachweisen. 
 A6 3.3.3
Zum weiteren Nachweis hepatischer Progenitorzellen bzw. speziell der Ovalzellen ver-
wendeten wir den Antikörper A6. Dieser wird auf Cholangiozyten sowie Ovalzellen ex-
primiert [41]. Nachgehend wurde deshalb zur besseren Unterscheidung dieser Zellty-
pen besonders auf die Morphologie sowie Lokalisation der gefärbten Zellen geachtet. 
In der Kontrollgruppe (Lm, Lm-Tx) kam es durch den Einsatz des Antikörpers A6 ledig-
lich zur Anfärbung von Cholangiozyten (siehe Abb. 34). Diese fanden sich in Lm, Lm-
Tx begrenzt in der portalen Zone. Im Alter von 52 Wochen zeigte sich bei Tg hingegen, 
schon eine deutliche höhere Anzahl an A6-positiven Zellen. Durch die KMT kam es in 
Tg zu einer massiven Zunahme A6-positiver Zellen. Diese beschränkten sich nun nicht 
mehr auf die portale Zone, sondern zogen von ihr ausgehend in Richtung Parenchym 
(siehe Ausschnitt Abb. 34 ). Bei diesen, weiter im Parenchym befindlichen Zellen han-
delt es sich um Ovalzellen. Diese Zellen bildeten keine geordneten Gallengänge mehr 
sondern befanden sich in Gruppen sowie solitär im Parenchym. 
 
Tg 26 Wochen Tx-Tg 26 Wochen 
200 µm 






Die Befunde der immunhistochemischen Nachweise von CK7, CK19, Sox9 sowie A6 
zusammengenommen, sprechen für eine durch die KMT ausgelöste starke Proliferati-
on von Progenitorzellen in Tg-Tx. Aufgrund der im SABG-Assay festgestellten portal 
betonten Seneszenz durch die KMT in Tg, war es den Hepatozyten dort nicht möglich 
sich zu teilen und einen Gewebeverlust zu kompensieren. Die Leber reagierte darauf 
mit einer Proliferation von hepatischen Vorläuferzellen in der portalen Zone, der duk-












Abb. 34. Massive Zunahme von hepatischen Progenitorzellen in Tg durch KMT (rechts). 
Die Zunahme der Ovalzellen ging von den portalen Zonen der Tg-Tx-Gruppe aus. Die 
Ausschnitte zeigen jeweils eine repräsentative portale Zone. In Lm-Tx (links) kommt es zu kei-

















In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Auswirkung einer syngenen Knochen-
marktransplantation (KMT) auf eine HBV-bedingte Fibrose im Tiermodell demonstriert 
werden. Das Einbringen des HBV-Transgens führte in den Mäusen zu der Entwicklung 
einer Hepatitis sowie Fibrose, ähnlich einer chronischen Hepatitis B (CHB). An diesen 
Tieren wurde ein bereits in unserer Arbeitsgruppe etablierter therapeutischer Ansatz in 
Form einer KMT durchgeführt. Interessanterweise führte dieser Eingriff zu einer schäd-
lichen Wirkung auf die hepatische Fibrose und andere allgemeine Funktionen der Le-
ber transgener Tiere (Tg). Der in Tg durch die KMT hervorgerufene histopathologische 
Befund, gleicht dem einer fibrosierenden cholestatischen Hepatitis (FCH). So zeigten 
die Lebern der transgen-transplantierten Mäuse (Tg-Tx) eine periportal betonte Fibro-
se, eine Cholestase sowie eine ausgeprägte duktuläre Reaktion. 
 
4.1 Charakterisierung der hepatischen Schädigung  
In einer normal verlaufenden chronischen HBV-Infektion wirkt der Virus nicht direkt 
zytopathisch, d.h. sein Vorhandensein in einer Zelle schädigt diese nicht unmittelbar 
[78]. HBV bleibt dem angeborenen Immunsystem durch verschiedene ausweichende 
Mechanismen, wie z.B. die replikative Strategie der Integration des HBV-Genoms in 
das des Wirts, lange verborgen [213]. Das adaptive bzw. erworbene Immunsystem 
hingegen, kontrolliert die Virusaktivität unter anderem über eine HBV-spezifische, 
CD8+-T-Lymphozyten (CTL) vermittelte Clearance infizierter Hepatozyten. Der Unter-
gang der Hepatozyten, setzt wiederum eine durch Chemokine gesteuerte Rekrutierung 
unspezifischer Entzündungszellen (z.B. Neutrophile Granulozyten) in Gang, welche 
den hepatozellulären Schaden vervielfacht [14, 79]. In einer älteren Untersuchung 
konnte gezeigt werden, dass die virale Clearance nicht immer zytopathisch abläuft. 
CTL besitzen die Fähigkeit, über eine Sekretion von IFNγ- und TNF-α in infizierten He-
patozyten für eine dauerhafte Viruselimination zu sorgen, ohne dabei Hepatozyten zu 
töten [75]. Im Gegensatz dazu steht die Pathogenese in den Tg-Mäusen. Sie sind, auf-
grund des schon zur Embryogenese vorhandenen Transgens, tolerant gegenüber dem 
in ihrer Leber produzierten viralen Antigen (HBsAg) [173]. Es wird daher vermutet, 
dass der auftretende, mit dem Alter progrediente hepatische Zellschaden durch die 
exzessive Produktion von HBsAg sowie damit verbundene direkt zytopathische Effekte 
ausgelöst wird [127]. Diese Angaben decken sich mit den in unseren Versuchen ge-
machten Beobachtungen. Bei Mäusen im Alter von 26 Wochen wurde in jedem auf 
dem Objektträger sichtbaren Hepatozyten HBsAg im Überfluss produziert (siehe Kapi-
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tel 3.1.4). Der in den Tg-Mäusen auftretende hepatozytäre Zelluntergang bzw. die kon-
sekutiv entstehende Fibrose ließ sich in der Sirius-Rot-Färbung in allen Anschnitten der 
verschiedenen Leberlappen sehen (siehe Kapitel 3.1.2). Zusätzlich konnten wir bei der 
histologischen Analyse in der H&E-Färbung in Tg eine scheinbar dem Untergang der 
Hepatozyten folgende entzündliche Infiltration erkennen. Der Phänotyp der Hepatozy-
ten der Tg-Mäuse war deutlich von dem der Kontrollgruppe (Lm) zu unterscheiden und 
demonstrierte Zeichen des Large liver cell change (LLCC). Diese nur mikroskopisch 
erkennbaren Läsionen finden sich in einer Vielzahl von chronischen Lebererkrankun-
gen und beschreiben kleine Gruppen von vergleichsweise großen, hyperchromatischen 
Hepatozyten mit pleomorphen Nuklei [214]. Kim et al. [200] untersuchten LLCC ver-
schiedener Ätiologie hinsichtlich des Potenzials zur Hepatokarzinogenese und kamen 
zum Schluss, dass spezifisch HBV-bedingter LLCC einen Risikofaktor für die hepati-
sche Kanzerogenese darstellen könnte. Inwiefern dies für unser Modell zutrifft, bleibt 
jedoch fraglich, da das oft mit der Kanzerogenese in Zusammenhang gebrachte HBx 
[52] nicht in den hier verwendeten Tg-Mäusen exprimiert wird. Ebenso wie es die Erst-
beschreiber des HBV-transgenen Mausmodells dokumentierten [127], ließ sich in Tg 
weder in der histologischen Analyse (Unversehrtheit der portalen Zone, kein Gallen-
pigment) noch in der Messung der Aktivität der alkalischen Phosphatase (AP) im Se-
rum eine starke Cholestase erkennen.  
 
4.2 Fibrogenese in cholestatischer Hepatitis 
Die häufigste Komplikation einer CHB ist die Entwicklung einer Leberzirrhose [139]. 
Die therapeutischen Optionen einer hepatischen Zirrhose sind derzeit noch sehr limi-
tiert. Im Endstadium bleibt oft nur die Lebertransplantation. In einigen klinischen [158, 
215, 216] sowie tierexperimentellen Studien [18, 159, 160], konnte demonstriert wer-
den, dass eine autologe KMT bei einer hepatischen Fibrose unterschiedlicher Genese 
zu einer Verbesserung der allgemeinen Leberfunktion bzw. des hepatischen Gradings 
führte. Jedoch ist die Studienlage nicht eindeutig. Einige Untersuchungen am Men-
schen konnten durch eine KMT keine Besserung der hepatischen Funktion erzielen 
[217, 218]. Die unterschiedlichen Ergebnisse der Untersuchungen liegen womöglich in 
der Heterogenität der Studiendesigns begründet. In den Studien wurden verschiedene 
Zellkompartimente des KM (z.B. aufgereinigte mesenchymale Zellen (MSC) oder nicht-
selektierte KM-Zellen)) bei Patienten mit unterschiedlicher Ätiologie einer Leberfibrose, 
in frühen oder späten Krankheitsstadien transplantiert. Überdies unterliegt der Verlauf 
einer hepatischen Fibrose, selbst innerhalb einer Krankheitsentität, einer hohen Varia-
bilität (z.B. bei HCV-Infektion [219]). Bei Alkohol-induzierter hepatischer Zirrhose ist 
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zudem vorstellbar, dass manche Studienteilnehmer nicht abstinent blieben und nach 
KMT weiter tranken und so die Ergebnisse verfälschten [220]. Es wurden ebenfalls 
mehrere Studien durchgeführt in deren Patientenkollektiv unter anderem Teilnehmer 
mit HBV-bedingter Leberzirrhose inkludiert waren [180-183, 221-224]. Alle, in diesen 
Untersuchungen durchgeführten KMT waren autolog, d.h. Donor und Empfänger waren 
die gleiche Person. Der Einfluss der KMT auf allgemeine Leberfunktion - bestimmt an-
hand des Child-Pugh- oder MELD-Scores - sowie hepatische Histologie wurden in die-
sen Studien stets positiv bewertet. 
In unseren Untersuchungen, konnten wir diese benefiziellen Beobachtungen nicht be-
stätigen. 12 Wochen alte HBV-transgene Mäuse wurden per Bestrahlung Knochen-
mark ablatiert und einer syngenen KMT unterzogen (Tg-Tx), so dass man von einem 
kompletten Austausch des KM ausgehen konnte [187]. Später wurden die Mäuse im 
Alter von 26 bzw. 52 Wochen getötet und untersucht. Littermates (Lm) und transplan-
tierte Littermates (Lm-Tx) zeigten zu keinem Zeitpunkt eine hepatische Inflammation, 
zelluläre Schädigung oder Fibrose. Tg-Mäuse wiesen eine entzündliche Infiltration so-
wie eine mit dem Alter progrediente Fibrose auf. Die Tg-Tx-Mäuse jedoch demonstrier-
ten im Alter von 26 Wochen im Vergleich zu Tg-Mäusen ohne KMT einen nochmals 
aggravierten hepatischen Schaden. Die Verletzung des Parenchyms war an signifikant 
gestiegener Serum-ALT-Aktivität (siehe Kapitel 3.1.1 folgend), verschlechtertem Gra-
ding und Staging in der histopathologischen Untersuchung nach Desmet et al. [201], 
deutlich erhöhter Akkumulation von Kollagen sowie Aktivierung von hepatischen Stern-
zellen mit Nachweis von Desmin erkennbar. Weiterhin zeigte sich in der q-PCR-
Analyse und auch auf Protein-Ebene, ein Wechsel zum ausgeprägten profibrotischen 
Phänotyp in Tg-Tx (siehe Kapitel 3.1.8). Fibrose-assoziierte Gene (z.B. Col1a1, MMP-
7, TGF-ß, TIMP-1) wurden in Tg-Tx stärker gegenüber Ihrer Kontrolle exprimiert als in 
Tg. In einem zusätzlich durchgeführten Hydroxyprolin-Assay, konnten allerdings keine 
signifikanten Unterschiede im Gesamt-Kollagengehalt der Lebern zwischen Tg-Tx und 
Tg festgestellt werden (siehe Kapitel 3.1.6). Die mit diesem Test quantifizierte Amino-
säure Hydroxyprolin kommt fast ausschließlich in Kollagen vor [197]. Das diskrepante 
Ergebnis dieser Messungen, in Bezug auf die histologische Analyse, ließ sich am 
ehesten mit methodischen Mängeln des Hydroxyprolin-Assays wie mangelhafter Ver-
gleichbarkeit von in unterschiedlichen Läufen gewonnen Ergebnissen erklären. Möglich 
ist aber auch eine unveränderte Gesamtkollagenmenge bei unterschiedlicher Vertei-
lung des Kollagens und somit verschlechtertem Staging. 
Neben der erhöhten Deposition von Kollagen, war in 26 Wochen alten Tg-Tx eine wei-
tere pathologische Veränderung auffällig: die Versuchsgruppe zeigte erhöhte Cho-
lestase-Marker [2]. Darunter fanden sich eine signifikant erhöhte Aktivität der Serum-
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AP, eine portal sichtbare v.a. intrazelluläre Cholestase (H&E-Färbung, siehe Abb. 16), 
eine deutliche portal betonte Fibrose (Sirius-Rot-Färbung, siehe Abb. 20), eine ausge-
prägte duktuläre Reaktion (sichtbar im immunhistologischen Nachweis von CK7, CK19, 
Sox9, A6 in Kapitel 3.3) sowie begleitend ein erhöhter hepatozellulärer Schaden (signi-
fikant höhere ALT-Serum-Aktivität, siehe Kapitel 3.1.1). Mit Älterwerden der Tg-Tx-
Mäuse jedoch, schwächte sich die Fibrose ab. Diese Befunde implizieren insgesamt 
eine durch die KMT ausgelöste, aggravierte hepatische Schädigung mit cholestatischer 
Komponente in Tg-Tx. Die ursprüngliche Hypothese, die der syngenen KMT einen po-
sitiven Einfluss auf die hepatische Fibrose zuschrieb, musste verworfen werden. 
Zur Aufklärung der zugrundeliegenden Mechanismen wurde der KMT-induzierte Scha-
den weiter analysiert. Die differenzielle Genexpression der Mäuse auf mRNA-Ebene 
wurde mit einem Microarray-Chip untersucht. Hierbei filterten wir interessante hoch- 
sowie herunterregulierte Gene der 26 Wochen alten Versuchsgruppe (Tg-Tx) gegen-
über ihrer Kontrollgruppe heraus (Lm-Tx). Im zweiten Schritt verglichen wir die Expres-
sion der selektierten Gene aus dem HBV-Modell, mit einem Mausmodell der progressiv 
sklerosierenden Cholangitis, den Abcb4-/-(Mdr2)-Knockoutmäusen (Abcb4-/-) (siehe 
Kapitel 3.1.9). Unter physiologischen Bedingungen werden Phospholipide mit Hilfe des 
Transporters Mdr2 aus Hepatozyten in die Gallenflüssigkeit abgegeben. Dies dient 
dazu die Gallensäuren weniger aggressiv zu machen und somit Cholangiozyten zu 
schützen. Das Fehlen dieses Transporters in Abcb4-/- könnte zu einem Gallengangs-
schaden und letztendlich zu einem Bild ähnlich der sklerosierenden Cholangitis führen. 
Dabei entwickeln Abcb4-/- eine portale Inflammation, eine gesteigerte Expression von 
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α sowie profibrogenetischen Zytokinen (unter 
anderem TGF-ß). Im Anschluss kommt es zur Aktivierung periduktaler Myofibroblasten, 
mit der Folge einer periduktalen Fibrose [203]. Bei einem Vergleich der 73 nach den in 
Kapitel 3.1.9 genannten Kriterien selektierten Genen, konnten wir eine erstaunliche 
Überschneidung von 94 % der hoch- bzw. herunterregulierten Gene zwischen Tg-Tx 
und Abcb4-/- herausarbeiten. Spp1, welches für Osteopontin codiert, war in Tg-Tx am 
stärksten hoch reguliert (Fold Change in Tg-Tx zu Kontrolle: 13x; Fold Change in 
Abcb4-/-: 10x). Osteopontin ist ein multifunktionales Protein und wird von einer Vielzahl 
von Zellen wie Immunzellen, Endothelzellen oder Hepatozyten produziert [204]. Es 
wird zu den pro inflammatorischen Zytokinen gezählt. Nakken et al. [205] untersuchten 
ebenfalls die Genexpression von Abcb4-/--Mäusen und fanden übereinstimmend Oste-
opontin, CTGF (connective tiussue growth factor) sowie Col1a1 hochreguliert. Die Au-
toren werteten die genannten Gene als Wundheilungs-assoziierte Faktoren. Ly6d 
(Lymphocyte antigen 6 complex, locus D), welches in Tg-Tx sowie Abcb4-/- signifikant 
hochreguliert war, scheint auch für das Steatohepatitis-Modell fettreich ernährter ApoE-
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defizienter Mäusen von Belang zu sein [225]. In Tg-Tx und Abcb4-/- war darüber hinaus 
MMP7 stark hochreguliert. Diese Metalloprotease wird als negativer Prädiktor für den 
Verlauf eines Kolonkarzinoms sowie für die Lebermetastasierung gesehen. Es findet 
sich in ca. 90 % aller kolorektalen Adenokarzinome [226]. C-Jun ist ein wichtiger Regu-
lator des Zellzyklus. Ein Fehlen von c-Jun führt in den betreffenden Zellen zu einem 
Zellzyklusarrest in der G1-Phase. Es ist darüber hinaus auch als Proto-Onkogen in der 
Kanzerogenese des HCC von großer Bedeutung [227]. In Tg-Tx- sowie Abcb4-/--
Mäusen war c-Jun stark hoch reguliert. Dies steht vordergründig zunächst im Wider-
spruch zu der Hochregulation des Seneszenz-Markers p21 in Tg-Tx, da die Gene ge-
gensinnig reguliert sind. Die Hochregulation von c-Jun führt zu einer Progression des 
Zellzyklus und p21-Hochregulation zu einem Zellzyklusarrest. Dieses Phänomen ist am 
ehesten damit zu erklären, dass nicht einzelne Hepatozyten, sondern ganze Lebern 
der Mäuse untersucht worden waren. Damit war keine regionale Unterscheidung (z.B. 
portale Gruppe seneszenter Hepatozyten versus Gruppe zentrilobulärer replikativ akti-
ver Hepatozyten) innerhalb der Leber möglich. 
Viele endo- und exogene Substanzen werden mithilfe der hepatobiliären Ausscheidung 
eliminiert. Die dafür zuständigen Transporter-Gruppen gehören zu zwei Genfamilien: 
ABC-Transporter (engl. ATP binding cassette = ABC) sowie SLC-Transporter (engl. 
Solute Carrier, SLC) [228]. Slco1a1 (Solute carrier organic anion transporter family, 
member 1a1) fand sich in Tg-Tx stark herunterreguliert und ist in Abcb4-/- ebenfalls 
bedeutend supprimiert. In einer Studie mit Citrobacter rodentium induzierter Kolitis in 
Mäusen, wurde eine vermutlich IL-6 bedingte Herunterregulation von Slco1a1 beo-
bachtet [229]. Siewert et al. brachten IL-6 als wichtiges entzündliches, hepatisches 
Akute-Phase Zytokin bei einer ablaufenden Cholestase mit Slcoa1a in Verbindung. 
Interessanterweise fanden die Autoren nach IL-6-Administration eine starke Slcoa1a-
Herunterregulation im Verbund mit anderen hepatischen Transportern wie Mrp2, Mrp3 
und Bsep [230]. Überdies war hierzu passend in Tg-Tx und Abcb4-/- das Gen Abca8a 
(ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8a) gemeinsam herunterregu-
liert. Abca8a ist ein noch relativ unbekanntes Mitglied der Familie der ABC-
Transporter-Familie und scheint in der Leber unter anderem für die Detoxifikation von 
lipophilen Substanzen zuständig zu sein [231]. Diese Ergebnisse implizierten eine 
vermutlich entzündlich bedingte negative Regulation vieler hepatischer Transporterge-
ne. Es ist vorstellbar, dass die IL-6 vermittelte Herunterregulation der hepatischen 
Transporter die auftretende Cholestase bzw. portale Fibrose noch weiter verschlimmert 
hat. Zusammengenommen spiegelten die Befunde der Microarray-Analyse, ein in bei-
den Modellen ablaufendes breit gefächertes Schädigungs-Muster wieder. KMT in Tg-
 DISKUSSION  
83 
 
Mäusen oder der Knockout des Gens Abcb4 führten unter anderem zu einer Induktion 
von proinflammatorischen-, fibrose-assoziierten- und prokanzerogenen Genen. 
Der Abgleich unserer Daten mit einer Microarray-Analyse im Mausmodell der Gallen-
gangsligatur [232], ergab lediglich eine unterschiedliche Regulation des Gens Cyp2c55 
(Cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 55). Cyp2c55 war in Tg-Tx und 
Abcb4-/- hochreguliert, wohingegen es im Gallengangsligatur-Modell herunterreguliert 
(Fold Change < 0,3x) war. Bei Betrachtung der Genexpression war zwischen den Mo-
dellen keine Analogie herstellbar. Die fehlende Gemeinsamkeit könnte in den unter-
schiedlichen Zeitpunkten der Probenentnahme begründet lagen. Die Untersuchung im 
Gallengangsligatur-Modell wurde schon zwei Tage nach Ligatur durchgeführt und 
spiegelt so frühe Wechsel in der Genexpression wieder. Die Analyse in unseren Ver-
suchen fanden währenddessen erst im Alter von 8 Wochen bei Abcb4-/- bzw. 26 Wo-
chen für Tg statt. In einer weiteren Untersuchung [233], die sich mit dem Gallengangs-
ligatur-Modell und der Genexpression beschäftigte, fanden sich 92 Gene die nach Gal-
lengangsligatur einen Fold Change > 2x zu der Kontrollgruppe aufwiesen. Jedoch 
ergab sich auch hier beim Vergleich mit unseren Daten nur eine Übereinstimmung: 
Mfge8 (Milk fat globule EGF factor 8, coagulation factor 8). Die Autoren zweier Studien 
postulierten einen positiven Einfluss von Mfge8 im Rahmen einer ischämisch- [234] 
bzw. alkoholtoxisch- geschädigten [235] Mäuseleber. Drei weitere Gene (MUP1, Lifr, 
Fmo3) waren in unserem Modell herunterreguliert, im Gallengangsligatur-Modell je-
doch hochreguliert. Die fehlende Übereinstimmung der Genexpressionsmuster, ver-
deutlichte die Ähnlichkeit des Zustands nach KMT in Tg-Mäusen mit dem Abcb4-/--
Modell. 
 
4.3 Fibrosierende cholestatische Hepatitis (FCH) 
Die Entwicklung einer biliär induzierten hepatischen Fibrose in Abcb4-/--Mäusen und 
die weitreichende Überschneidung der stark regulierten Gene mit Tg-Tx, suggerierte 
einen ähnlichen Pathomechanismus wie in den einer KMT unterzogenen HBV-
transgenen Mäusen. In diesem Zusammenhang rückte die fibrosierende cholestatische 
Hepatitis (FCH) in unseren Fokus. Dieses Krankheitsbild einer wiederkehrenden infek-
tiösen Hepatitis (meist B- oder C-Infektion) wurde 1991 erstmals beschrieben [108] und 
anfangs mit allogenen Lebertransplantationen in Verbindung gebracht. Der Verlauf ist 
meist fulminant und endet oft innerhalb von vier bis neun Wochen im Leberversagen 
[111]. Aufgrund der wesentlichen Übereinstimmung vieler Aspekte des Krankheitsbilds, 
war von einer durch die KMT in Tg induzierten FCH auszugehen. Die von Lucey et al. 
[112] beschriebenen histopathologischen Kennzeichen umfassen hepatozelluläre 
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Schädigung, leichte entzündliche Infiltration und milde bis stark ausgeprägte periporta-
le Fibrose. Ferner treten eine deutliche Schwellung der Hepatozyten („Ballonierung“), 
eine Cholestase sowie eine duktuläre Reaktion auf. Bemerkenswerterweise fanden 
sich alle dieser histologischen Kriterien in Tg-Tx-Mäusen. Ohne KMT demonstrierten 
die Tg-Mäuse zwar z.B. Zeichen des LLCC (große Hepatozyten), die cholestatische 
Komponente sowie die duktuläre Reaktion jedoch fehlten gänzlich. Die Pathogenese 
der Cholestase der FCH wird unter anderem auf eine gestörte Exkretion der Gallen-
säuren zurückgeführt. Es wird vermutet, dass es aufgrund der gestörten Ausscheidung 
zu den in der FCH beobachtbaren geschwollenen Hepatozyten (engl. feathery degene-
ration) kommt [124]. Die genaue Ursache könnte in dem plötzlichen, massiven Auftre-
ten der FCH liegen. Dieses könnte unter anderem über eine Störung der Energiebe-
reitstellung zu einem Versagen der ATP-abhängigen Gallensäuretransporter (ABC-
Transporter) führen [124]. Korrespondierend dazu leiden Abcb4-/--Mäuse an einem 
Mangel eines ABC-Transporter. Dies führt zu einem Fehlen von Phosphatidylcholin in 
der sekretierten Galle. Die Gallensäurenzusammensetzung der Mäuse wird dadurch 
aggressiver und greift die Cholangiozyten an. Die Ähnlichkeit der beiden Modelle 
(Abcb4-/--Mäuse und Tg-Tx-Mäuse mit KMT) bzw. die große Überschneidung der Gen-
regulation könnte so hergeleitet werden. 
Der genaue Auslöser bzw. die exakte Ätiologie der FCH ist noch unbekannt. Zwei Vo-
raussetzungen scheinen jedoch vorhanden zu sein: eine virale hepatische Infektion 
und eine Immunsuppression. Die häufigsten Fälle einer FCH gibt es sicherlich nach 
Organtransplantationen mit Verbindung einer Immunsuppression (z.B. [114-122]), je-
doch wurden in der Literatur auch vier Fälle nach einer Chemotherapie bedingten Im-
munsuppression in Verbindung mit viralen Hepatitiden beschrieben [236-239]. Ein wei-
terer begünstigender Faktor der Entwicklung einer FCH scheint ein hohe virale Repli-
kation [110] zu sein. Weiterhin wird eine Infektion mit einer Precore-Mutante von HBV 
und eine damit verbundene hohe virale Replikation bzw. hohe HBV-DNA-Level mit der 
Entstehung einer FCH in Verbindung gebracht [121]. Einige Autoren vermuten die Ent-
stehung der FCH liege in einer direkt zytopathischen Wirkung durch hohe virale Repli-
kation mit exzessiver Produktion von HBsAg begründet [126, 240]. Dies würde ein No-
vum darstellen, da unter normalen Umständen HBV nicht als direkt zytopathisch gilt 
[74]. Die Beobachtungen aus unserem HBV-transgenen Modell konnten diese These 
nicht komplett stützen. In Tg-Mäusen, in deren Hepatozyten HBsAg ubiquitär exprimiert 
wird, kam es zwar zu einer messbaren, vermutlich zytopathisch bedingten hepatischen 
Schädigung [127], allerdings war diese vergleichsweise milde. Tg-Mäuse zeigten zu-
dem keine Cholestase und keine duktuläre Reaktion. Der alleinige zytopathische Effekt 
von HBV reichte, zumindest im hier verwendeten Modell, nicht aus um ein schweres 
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Krankheitsbild wie die FCH auszulösen. Für die Pathogenese der FCH scheinen weite-
re Faktoren benötigt zu sein. Zu einem gravierenden Bild hepatischer Schädigung und 
Cholestase kam es erst durch die Immunsuppression und KMT in Tg.  
 
4.4 Limitationen des Mausmodells 
Eine Einschränkung unseres Modells war die fehlende Expression von HBc und HBx. 
HBc ist nicht im Transgen enthalten und wurde daher nicht in der Leber der Mäuse 
exprimiert. HBx ist hingegen im Transgen enthalten wurde aber ebenfalls nicht oder 
nur in sehr geringem Maße exprimiert. Das Vorhandensein von HBc wird teilweise für 
einen fulminanten Verlauf einer wiederkehrenden Hepatitis B nach Lebertransplantati-
on verantwortlich gemacht, da CTL v.a. HBcAg-exprimierende Hepatozyten erkennen 
[241]. In Verbindung mit den oftmals HBcAg-reichen Hepatozyten bei Patienten mit 
FCH [113], könnte dies zu einem massiven Untergang von infizierten Hepatozyten füh-
ren. Leider war es aufgrund der methodischen Einschränkung (kein HBcAg im Maus-
modell) nicht möglich hierüber eine Aussage zu treffen. 
 
4.5 Hypothesen zum Ablauf der hepatischen Schädigung 
Eine Hypothese zur Pathogenese der hepatischen Schädigung in unserem Mausmo-
dell sieht wie folgt aus: 
 
Abb. 35. Vermutete Pathogenese der FCH, ausgelöst durch eine KMT im HBV-transgenen 
Mausmodell. Die Entwicklung der FCH in Tg-Tx erfordert mehrere Schritte. Grundlage ist 
die Beseitigung der Toleranz gegenüber dem Transgen HBsAg mit anschließender Reak-
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1. Bestrahlung tötet Transgen-tolerante TReg 
Eine tödliche Ganzkörperbestrahlung führte in transgenen Empfänger-Mäusen (Tg) zu 
einem Untergang des KM mit den dort ansässigen Progenitorzellen des lymphatischen 
Systems, inklusive der regulatorischen T-Zellen (TReg). TReg sind eine noch nicht lange 
bekannte Subpopulation der T-Zellen, die wichtig für die immunologische Selbst-
Toleranz eines Organismus sind und somit möglicherweise Autoimmunerkrankungen 
zu unterdrücken vermögen [242]. Durch die tödliche Gamma-Bestrahlung mit 11 Gy 
wurde die Selbsttoleranz der transgenen Tiere gegenüber den leberspezifisch expri-
mierten HBV-Fragmenten aufgehoben. Interessanterweise postulierten Stoop et al. 
[243] einen immunsuppressiven Effekt der TReg auf HBV-spezifische T-Helferzellen 
(TH) in einer chronischen Infektion. In Ihrer Untersuchung konnten sie im Blut chro-
nisch Infizierter eine erhöhte Anzahl von TReg gegenüber einer gesunden Kontrolle 
feststellen. Die Autoren schlossen darauf hin auf einen immunmodulatorischen Effekt 
der TReg zum Erhalt der Viruspersistenz durch Unterdrückung der Viruselimination. Dies 
untermauert unsere Annahme des negativen Einflusses der Strahlungs-induzierten 
Depletion der TReg. Durch den Untergang der HBV-toleranten TReg kam es einerseits 
zum Verlust der Toleranz gegenüber den in der Leber exprimierten HBV-Fragmenten 
und andererseits zum Wegfall des immunsuppressiven Einflusses der TReg auf die im-
munologische Antwort mit konsekutiv gesteigerter inflammatorischer Aktivität. 
 
2. Naive KM-Zellen gelangen in den Organismus 
Die Transplantation der KM-Zellen, isoliert aus gesunden GFP-exprimierenden Donor-
Mäusen, erfolgte via Schwanzvene in die bestrahlten Empfänger-Mäuse. Die isolierten 
KM-Zellen waren HBV-naiv, hatten demnach noch keinen Kontakt zu dem in den He-
patozyten der Tg-Mäuse überexprimierten Transgen gehabt. 
 
3. Spender-Immunzellen greifen transgene Hepatozyten an 
Von der Schwanzvene gelangten die transplantierten KM-Zellen über die Portalvene 
erstmalig in die Leber. Im Wechselspiel mit anderen Zellen des Immunsystems griffen 
CTL die HBsAg-exprimierenden Hepatozyten an. Die nahezu ubiquitäre Expression 
von HBsAg in der Leber bot den CTL viele Angriffspunkte und zog einen großen Scha-
den nach sich. Eine Studie von Moriyama et al. [244] untermauert den Einfluss der CTL 
in einer Infektion mit HBV. In der Studie konnte mittels des adaptiven Transfers HBV-
spezifischer CTL in das hier ebenfalls verwendete HBV-transgene Mausmodell gezeigt 
werden, dass CTL transgene Hepatozyten erkennen und zerstören. Ein diese These 
unterstützender Nebenaspekt ist das Auftreten von HBsAg-negativen Foci in Tg- und 
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Tg-Tx-Mäusen. In Tg traten die Foci erst im Alter von 52 Wochen vereinzelt auf. Der 
zugrundeliegende Mechanismus muss noch geklärt werden. Die Anzahl dieser HBsAg-
freien Hepatozytenareale nahm jedoch durch die KMT in der Leber der Tg-Mäuse deut-
lich zu. Es ist zu vermuten, dass es durch die anhaltende CTL-vermittelte Zerstörung 
von HBsAg-positiven Hepatozyten, zu einer Proliferation HBV-Transgen-negativer he-
patischer Progenitorzellen kam. Dieser Zelltyp hätte nun zu HBsAg-negativen Hepato-
zyten transdifferenzieren können und somit oben beschriebene HBsAg-negative Foci 
bilden können. Crawford et al. konnten diese Hypothese schon 2006 anhand von La-
ser-Mikrodissektion und anschließender DNA-Analyse ebenjener HBsAg-negativer 
Foci verifizieren [177]. Zusammengefasst spricht die gesteigerte Anzahl HBsAg-
negativer Foci für eine CTL vermittelte, vermehrte Zerstörung von HBsAg-positiven 
Hepatozyten in Tg-Tx-Mäusen. Diese Vorgänge ähneln der tatsächlichen Situation in 
der menschlichen Leber von HBV Patienten. In dieser kommt es während der FCH, 
wahrscheinlich durch die hohe virale Replikation und einen möglicherweise direkt HBV-
zytopathischen Effekt, zu hepatischer Schädigung. Zudem führt die große Anzahl an 
HBs- oder HBcAg exprimierenden Hepatozyten zu einem massivem CTL-induzierten 
Untergang von Hepatozyten [113]. 
 
4. Zelluläre Schädigung speziell in portaler Zone 
Durch das Einwandern der nicht-HBV-toleranten Immunzellen aus dem Spenderorga-
nismus via Schwanzvene über die Portalvene, entstand periportal der größte Leber-
schaden. Die periportal befindlichen HBsAg-positiven Hepatozyten nahmen als erste 
Kontakt mit den HBV-naiven KM-Zellen im Blutstrom auf. Diese HBsAg-positiven He-
patozyten wurden demnach zuerst erkannt und immunologisch attackiert. Dies führte in 
der Folge unter anderem zu einer deutlichen periportalen entzündlichen Aktivität und 
letztendlich zu einer portalen Fibrose (siehe 3.1.6). Eine weitere Konsequenz dieser 
hepatozytären Schädigung im Portalfeld war eine Beeinträchtigung der portal ablau-
fenden biliären Sekretion und Entgiftungsfunktion mit der Folge einer Cholestase. 
 
5. Seneszenz portaler Hepatozyten 
Die kontinuierliche Schädigung von portalen Hepatozyten zwang diese in einen arre-
tierten Zellzyklus, die sogenannte Seneszenz einzutreten. Es wird geschätzt, dass 
während einer CHB täglich ca. 7 % aller infizierten Hepatozyten untergehen. Daraus 
ergibt sich eine hohe Teilungsrate mit replikativem Stress der Hepatozyten [245]. Im 
Rahmen der Hepatitis-C-Infektion wurde zusätzlich eine, mit einer hohen Teilungsrate 
verknüpften, Verkürzung der Telomere der Hepatozyten beschrieben [246]. Ab Eintre-
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ten einer kritischen Telomerlänge schwenkt die betroffene Zelle in die Seneszenz ein 
und stoppt ihren Zellzyklus. Zusätzlich scheinen die Mitochondrien-reichen Hepatozy-
ten oxidativem Stress vergleichsweise weniger gut standhalten zu können, so dass sie 
bei anhaltender Schädigung in einen unter anderem p21 vermittelten Zellzyklus-Arrest 
eintreten und somit die Fibrogenese beschleunigen [247]. In der vorliegenden Arbeit 
konnten wir in Tg-Tx-Mäusen eine Aktivierung der Zellzyklus-Inhibitoren p21 und p27 
demonstrieren (siehe 3.2.2). Die Seneszenz, insbesondere der portalen Hepatozyten 
ist zudem bemerkenswert, da unter physiologischen Bedingungen bei parenchymalem 
Verlust die periportal lokalisierten Hepatozyten in die Teilung treten um den Gewebe-
verlust zu kompensieren. Eigentlich gelten deswegen zentrilobuläre Hepatozyten als 
differenzierter und der Seneszenz näher als portal gelegene Hepatozyten [248]. Se-
neszente Hepatozyten weisen ein geringeres Entartungsrisiko auf [200]. Die Senes-
zenz der Hepatozyten könnte somit als Schutz vor einer möglichen Karzinogenese 
verstanden werden. 
 
6. Duktuläre Reaktion 
Der hohe Zellumsatz periportal gelegener Hepatozyten und der damit verbundene Ein-
tritt der Zellen in die Seneszenz, machte es für die Leber nötig alternative Quellen für 
den zellulären Ersatz des Parenchyms zu aktivieren. Diese Rolle fällt in Nagetieren den 
lebereigenen hepatischen Progenitorzellen, den sog. Ovalzellen zu. Diese bipotenten 
Zellen besitzen die Fähigkeit sich in Hepatozyten oder Cholangiozyten zu differenzie-
ren [39]. Im Rahmen des Gewebeersatzes unter andauernder hepatischer Schädigung, 
kommt es zu einer Expansion der Population von Progenitorzellen, der sogenannten 
duktulären Reaktion [249]. In einem Mausmodell der Steatohepatitis, konnte der vorge-
schlagene Mechanismus der Ovalzell-Proliferation aufgrund einer Seneszenz der He-
patozyten schon demonstriert werden [250]. Die Regulation bzw. Proliferation von Pro-
genitorzellen erfolgt in Wechselwirkung mit Ihrer Umgebung (z.B. Myofibroblasten, La-
minin etc.) in einer speziellen Nische [251]. Interessanterweise wird die Proliferation 
von Progenitorzellen und deren Nische auch in Verbindung mit einer rapiden Fibroge-
nese bei der FCH gebracht [252]. 
 
4.6 Limitationen der Studie 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell für eine Hepatitis B Infektion verwen-
det. Dies hat gegenüber Zellkulturen den wesentlichen Vorteil dass es z.B. Wechsel-
wirkungen des Immunsystems mit dem Virus bzw. den Virusfragmenten im Organis-
mus ermöglicht. Trotz guter investigativer Möglichkeiten, kann natürlich kein Anspruch 
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auf vollständige Übertragbarkeit der Vorgänge des Mausmodells auf die Situation beim 
menschlichen Patienten erhoben werden.  
Eine weitere Limitation der Studie ist der Stichprobenumfang von n = 5 -15 Mäusen pro 
Versuchs- oder Kontrollgruppe. Ein erhöhter Stichprobenumfang an Versuchstieren 
hätte die Ergebnisse noch konsistenter machen bzw. hätte die Standardabweichung 
senken können. Die aufwendige Haltung, Transplantation und Zucht vor allem der 
transgenen Mäuse, ließ jedoch leider keine höhere Anzahl an Versuchstieren zu. 
Zudem wären mehr Untersuchungszeitpunkte der Mäuse als 26 und 52 Wochen von 
Vorteil gewesen. Gerade der Zustand der Leber der transgenen Tiere früh nach der 
KMT wäre von großem Interesse. Zu diesem Zeitpunkt läuft der schädigende Prozesse 
vermutlich ausgeprägter, als in dem von uns verwendetem Alter der Mäuse von 26 
Wochen ab. Im Alter von 26 Wochen könnten viele der durch die KMT induzierten 
schädigenden Vorgänge schon nicht mehr aktiv sein.  
Interessant wäre darüber hinaus eine zusätzliche Versuchsgruppe der KMT ohne Be-
strahlung gewesen. Auch ohne vorherige Bestrahlung bzw. Immunsuppression könnte 
syngenes KM transplantiert werden. Es würde dann, nicht wie in der vorliegenden Ar-
beit ein kompletter Austausch des KM erfolgen, sondern lediglich „additives“ gesundes 
KM zum Organismus hinzugefügt werden. Die Situation würde eine autologe KMT der 
Mäuse simulieren. Mit dieser weiteren Versuchsgruppe hätte man die Möglichkeit z.B. 
die Auswirkungen einer autologen KMT ohne Bestrahlung auf die HBV-bedingte Fibro-
se im Mausmodell zu untersuchen. 
 
4.7 Ausblick 
Das Auftreten einer FCH bei Patienten unterliegt oft einem fulminanten Verlauf und ist 
mit einer hohen Mortalität verknüpft. Dennoch ist die Studienlage zu der seit 1991 be-
kannten Erkrankung sehr rar. Pathogenese, Verlauf und Therapie sind nicht gut ver-
standen. Die noch immer hohe Zahl von ca. 300 Millionen HBV-Infizierten weltweit so-
wie steigende Patientenzahlen, die aus unterschiedlichen Gründen wie einer Organ-
transplantationen oder Chemotherapie unter Immunsuppression stehen, machen einen 
Handlungsbedarf deutlich. Der wirtschaftliche Aufschwung in Regionen mit hoher HBV-
Prävalenz wie z.B. Asien und die damit verbundenen höheren Fallzahlen an Organ-
transplantationen könnten das Problem weiter verschärfen. 
Die Entwicklung von Therapien leidet jedoch unter anderem an der mangelnden Ver-
fügbarkeit eines geeigneten Modells zur Erforschung der FCH. In der vorliegenden 
Arbeit konnte zum ersten Mal ein innovatives Mausmodell für die FCH vorgestellt wer-
den, in welchem sich auf Grundlage einer HBV-transgenen Maus eine KMT-induzierte 
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FCH entwickelt. Dieses Modell könnte dazu beitragen, die Pathogenese der Erkran-
kung weiter zu erforschen. Daneben könnten Rückschlüsse über mögliche Auswirkun-
gen der Synthese spezifischer Virusantigene (HBsAg etc.) auf Hepatozyten, wie eine 
direkte zytopathische Wirkung gezogen werden. Da es sich um ein in vivo Modell han-
delt, können zudem Interaktionen des Immunsystems mit dem Transgen und einge-
brachten KM-Zellen analysiert werden. In weiteren Versuchen könnte z.B. die genaue 
Zusammensetzung des Entzündungsinfiltrates in Tg-Tx-Mäusen, speziell der Anteil der 
CTL, mittels Immunhistochemie eruiert werden. In einer weiteren Untersuchung könn-
te, das angewandte System z.B. auf eine HCV-transgene Maus übertragen werden. 
Damit könnten mögliche Analogien aufgedeckt oder Fragestellungen in Bezug auf die 
genaue Pathogenese, wie die direkt zytopathische Komponente beantwortet werden. 
Unserem Wissen nach konnte noch keine Arbeitsgruppe hepatische RNA aus FCH-
Patienten einer Microarray-Analyse unterziehen. Mit unserer Untersuchung ist es ge-
lungen eine Genexpressionsanalyse am Modell einer FCH durchzuführen. Die daraus 
resultierenden Erkenntnisse, wie die Herunterregulation der hepatischen Transporter-
proteine, deren Beteiligung an der Pathogenese der FCH sowie die mögliche Induktion 
des Prozesses durch IL-6 bedürfen allerdings einer weiterführenden Bestätigung. Erst 
danach wäre ein translationaler Ansatz denkbar. Mit der Identifizierung von spezifisch 
durch die FCH induzierten Genen lassen sich möglicherweise Angriffsziele für eine 
potentielle pharmakologische Therapie finden. 
  




Weltweit leiden etwa 300 Millionen Menschen an einer chronischen Hepatitis B Infekti-
on. Das Hepatitis B Virus (HBV) gehört damit zu den häufigsten Infektionskrankheiten. 
Das Endstadium der Erkrankung ist die Entwicklung einer hepatischen Zirrhose und 
eines hepatozellulären Karzinoms. Für beide Krankheitsbilder stellt HBV weltweit die 
häufigste Ursache dar. Die Behandlungsoptionen einer Leberzirrhose, wie z.B. die 
aufwendige und potentiell komplikationsreiche Lebertransplantation, sind nach wie vor 
(auch aufgrund fehlender Spenderorgane) sehr limitiert. Hoffnung machen neue Er-
kenntnisse auf dem Gebiet der Stammzellforschung bzw. Knochenmarktransplantation 
(KMT). Durch Transplantation gesunder multipotenter Stammzellen kann eine bereits 
fortgeschritten fibrotische Leber in ihrer Funktion und histologischen Architektur positiv 
beeinflusst werden. 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer syngenen KMT auf die hepatische Fibrose in 
einem HBV-transgenen Mausmodell (Tg) untersucht. Dazu wurden aus gesunden 
GFP-exprimierenden Mäusen KM-Zellen isoliert und in die Schwanzvenen der zuvor 
tödlich bestrahlten 12 Wochen alten HBV-transgenen Mäuse transplantiert (Tg-Tx). Als 
Kontrollgruppe dienten jeweils gesunde nicht-transplantierte (Lm) sowie transplantierte 
Wildtyp-Mäuse (Lm-Tx). Die Mäuse wurden im Alter von 26 sowie 52 Wochen getötet 
und untersucht. 
Die allgemeine hepatische Funktion sowie das Ausmaß der Leberfibrose wurden an-
hand der Serumparameter Alanin-Aminotransferase (ALT) und alkalische Phosphatase 
(AP), der Quantifizierung des hepatischen Hydroxyprolin-Gehalts sowie dem Nachweis 
verschiedener Fibrose-assoziierter Gene mittels q-PCR (col1a1, MMPs, TIMP etc.) 
erfasst. Die Histologie bzw. Immunhistochemie stellte bei der Charakterisierung der 
hepatischen Schädigung eine zentrale Methode dar. Die Untersuchungen beinhalteten 
histologische Analysen mittels H&E-Färbung, Fibrose-spezifische Anwendungen wie 
die Sirius-Rot-Färbung, Nachweis von Desmin-positiven hepatischen Sternzellen 
(HSC), HBsAg-positiven Hepatozyten, A6-exprimierenden Ovalzellen etc. Das Gelin-
gen der KMT wurde durch den immunhistologischen Nachweis von GFP überprüft. Die 
histologische Erfassung von p21, p27 und des Seneszenz-assoziierten Beta-
Galaktosidase (SABG)-Assays dienten dazu den Status des Zellzyklus zu untersuchen. 
Zusätzlich wurde eine Microarray-Genexpressionsanalyse des kompletten Mäusege-
noms durchgeführt. Die Ergebnisse wurden anschließend mit einem gut etabliertem 
Modell der sklerosierenden Cholangitis, der Abcb4-Knockout-Maus (Abcb4-/-), vergli-
chen. 
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Überraschenderweise zeigte sich, dass die KMT in HBV-transgenen Mäusen zu einer 
Aggravierung der hepatischen Fibrose führte. Tg-Tx demonstrierten gegenüber Lm, 
Lm-Tx sowie Tg signifikant gestiegene ALT-Werte, ein verschlechtertes Grading und 
Staging nach Desmet in H&E- und Sirius-Rot-Färbung sowie eine erhöhte Expression 
von Desmin im Sinne einer vermehrten Aktivierung von HSCs. In der Sirius-Rot-
Färbung registrierten wir eine generell gestiegene Kollagendeposition, zusätzlich war 
diese besonders periportal lokalisiert. Darüber hinaus wurde eine signifikante Cho-
lestase in Tg-Tx apparent. Die Hochregulation von profibrotischen bzw. proinflammato-
rischen Genen wie TIMP-1, MMPs, TGF-ß, Cola1a unterstützte den Befund der aggra-
vierten hepatischen Fibrose. Tg-Tx-Mäuse demonstrierten, aufgrund einer Einschrän-
kung der Regenerationsfähigkeit, einen erhöhten Anteil seneszenter, sich im arretierten 
Zellzyklus befindlicher Hepatozyten. Da die seneszenten Hepatozyten insbesondere 
portal lokalisiert waren, schlossen wir auf eine mögliche duktuläre Reaktion (Proliferati-
on von hepatischen Progenitorzellen in der portalen Zone). Mithilfe des immunhisto-
chemischen Nachweises hepatischer Progenitorzellen anhand von CK7, CK19, Sox9 
und A6 konnten wir in Tg-Tx eine ausgeprägte duktuläre Reaktion nachweisen. 
Ein Micro-Array-Vergleich der Genregulation von Tg-Tx mit Abcb4-/--Mäusen, offenbar-
te eine erstaunliche Übereinstimmung der Expression bestimmter Gene (proinflamma-
torisch, profibrinogen, prokanzerogen). Die Microarray-Ergebnisse suggerierten einen 
ähnlichen Pathomechanismus beider Mausmodelle. Bei der anschließenden Analyse 
und Recherche rückte die fulminant verlaufende, unter Immunsuppression wiederkeh-
rende infektiöse Hepatitis, die sog. fibrosierende cholestatische Hepatitis (FCH) in un-
seren Fokus. Tg-Tx-Mäuse wiesen wesentliche Merkmale einer FCH, wie hepatische 
Inflammation, milde bis stark ausgeprägte periportale Fibrose, Schwellung der Hepato-
zyten, Cholestase sowie eine duktuläre Reaktion auf. 
Die Folge einer KMT in HBV-transgenen Mäusen ist demnach die Entwicklung einer 
FCH. Wir haben somit erstmals ein murines Modell entwickelt welches das Krankheits-
bild der FCH weitgehend simuliert. An unserem Modell können nun molekularpatholo-
gische und zelluläre Mechanismen sowie Therapieansätze der FCH untersucht wer-
den. 
  




Worldwide about 300 million people suffer from chronic hepatitis B infection. The Hepa-
titis B virus (HBV) is therefore one of the most common infectious diseases. The end 
stage of the disease is the development of hepatic cirrhosis and hepatocellular carci-
noma. HBV is the most common cause for both diseases. Treatment options of liver 
cirrhosis, such as the complicated and possibly dangerous liver transplantation are still 
(also because of missing donor organs) very limited. New developments in the field of 
stem cell research or bone marrow transplantation (BMT) give new hope. A fibrotically 
advanced liver can be positively influenced in its function and histological architecture 
via the transplantation of healthy multipotent stem cells. 
In this study we examined the influence of syngenic BMT on hepatic fibrosis in a HBV-
transgenic mouse model (Tg). BM-cells from healthy GFP-expressing donor mice were 
isolated and injected in the tail veins of lethally irradiated 12 week old HBV-transgenic 
mice (Tg-Tx). Healthy non-transplanted littermates (Lm) and transplanted-littermates 
(Lm-Tx) served as controls. The mice were sacrificed and analyzed at the age of 26 
and 52 weeks. Overall hepatic function and the extent of liver fibrosis was assessed 
using serum parameters alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP), 
quantification of hepatic hydroxyproline content and detection of various fibrosis related 
genes in q-PCR (col1a1, MMPs, TIMP etc.). Histology and immunohistochemistry 
played important roles in the characterization of hepatic injury. Investigations were 
conducted via histological analysis in H&E staining, fibrosis-specific applications such 
as the Sirius-red staining, detection of desmin positive hepatic stellate cells (HSC), 
HBsAg positive hepatocytes, A6 expressing oval cells etc. Success of BMT was veri-
fied by immunohistochemical staining of GFP. Cell cycle state was investigated by his-
tological detection of p21, p27 and the senescence-associated beta-galactosidase 
(SABG)-assay. Additionally we conducted a micro-array gene expression analysis of 
the whole mouse genome. The results were then compared with a well-established 
mouse model of sclerosing cholangitis, the Abcb4-knockout-mouse (Abcb4-/-). 
Surprisingly BMT in HBV-transgenic mice led to an aggravation of hepatic fibrosis. Tg-
Tx demonstrated significant ALT elevation compared to Lm, Lm-Tx and Tg, deteriorat-
ed grading and staging in histological analysis in H&E- and Sirius-red staining plus a 
heightened expression of desmin, demonstrating activation of HSCs. Sirius-red staining 
revealed a general increase in collagen deposition. Additionally collagen was localized 
preferably in the periportal region. Moreover we could observe a significant cholestasis 
in Tg-Tx. Upregulation of pro-fibrotic and pro-inflammatory genes such as TIMP-1, 
MMPs, TGF-ß, and Cola1a in q-PCR supported the aggravated hepatic fibrosis. Im-
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pairment of regeneration led to increased numbers of senescent hepatocytes in Tg-Tx 
mice. The senescent hepatocytes were found specifically in the periportal region, this 
implied the existence of a ductular reaction (proliferation of hepatic progenitor cells in 
the portal region). Immunohistochemical findings of CK7, CK19, Sox9 and verified a 
marked ductular reaction in Tg-Tx. 
Comparison of gene regulation in Tg-Tx and Abcb4-/- via micro-array revealed an 
astonishing similarity in the expression of selected genes (pro-inflammatory, pro-fibrotic 
and pro-oncogenic). Micro-array results suggested a similar pathomechanism of both 
mouse models. In the following analysis and investigation fibrosing cholestatic hepatitis 
(FCH) moved in to our focus. FCH is a fulminant form of recurring infectious hepatitis 
under immunosuppression. Tg-Tx mice displayed essential characteristics of FCH, like 
hepatic inflammation, mild to marked periportal fibrosis, feathery degeneration of 
hepatocytes, cholestasis and ductular reaction.  
Therefore BMT in HBV-transgenic mice leads to the development of FCH. We have for 
the first time developed a murine model, which simulates the disease pattern of FCH to 
a large extent. With our model it is now possible to investigate molecular pathological 
and cellular mechanism as well as new therapeutic approaches of FCH.  
  





ABC-Transporter ATP binding cassette-Transporter 
Abcb4-/- Abcb4-Knockoutmaus 
AFP Alpha-1-fetoprotein 
AHB akute Hepatitis B 
ALT Alanin-Aminotransferase 
AP Alkalische Phosphatase 
AST Aspartat-Aminotransferase 
Aqua dest. destilliertes Wasser 
BL B-Lymphozyten 
BSA bovines Serumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
ca. circa 
cccDNA covalently closed circular DNA 
cDNA complementary DNA 
CHB chronische Hepatitis B 
CK Zytokeratin 
CTL CD8+-zytotoxische T-Lymphozyten 
CTGF connective tissue growth factor 
DNase Desoxyribonuklease 
dsDNA doppelsträngige DNA 
d.h. das heißt 
ECM extrazelluläre Matrix 
EMT epitheliale mesenchymale Transition  
ER endoplasmatisches Retikulum 
Fa. Firma 
FCH Fibrosierende cholestatische Hepatitis 
GFP Grün fluoreszierendes Protein 
h Stunde 
HBcAg Hepatitis B core antigen 
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HBeAg Hepatitis B envelope antigen 
HBsAg Hepatitis B surface antigen 
HBxAg Hepatitis B x antigen 
HCC Hepatozelluläres Karzinom 
H&E Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
HPC hämatopoetische Stammzellen 





Int (Signal-) Intensität 
kb  Kilobase 
KM Knochenmark 
KMT Knochenmarktransplantation 
LHB large Hepatitis B surface antigen 
LLCC Large liver cell change  
L-Tx Leber-Transplantation 
Lm Littermate (Kontrollgruppe) 
Lm-Tx Transplantierte-Littermate Mäuse 
MF Myofibroblasten 
mg Milligramm 
MHB medium Hepatitis B surface antigen 
min Minute 
ml  Milliliter 
mmol Millimol 
MMP Matrix-Metalloproteasen  
mRNA messenger RNA 
MSC mesenchymale Stammzelle 
NK Natürliche Killerzellen 
NKT Natürliche Killer-T-Zellen 
nm Nanometer 






pgRNA Prägenomische RNA 
q-PCR quantitative polymerase chain reaction 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
rcDNA relaxed circular partially double-stranded DNA 
RNase Ribonuklease 
RT reverse Transkriptase 
SABG Seneszenz-assoziierter beta-Galaktosidase 
Assay 
SHPC small hepatocyte-like progenitor cells 
SHB small Hepatitis B surface antigen 
sog. so genannt 
SVP sub viral particle 
Tg HBV-transgene Mäuse  
Tg-Tx Transplantiert-transgene Mäuse 
TGF-ß transforming growth factor beta  
TIMP tissue inhibitors of metaloproteinases  
TL T-Lymphozyten 
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 
TReg Regulatorische T-Zellen 
Tx Transplantation 
Vergr. Vergrößerung 
v.a. vor allem 
u.a. unter anderem 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
µmol  Mikromol 
z.B. Zum Beispiel 
z.T. Zum Teil 
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